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(57)Abstract 

A recombinant baculovims comprises a 
cDNA coding for all or part of antigenic enve- 
lope protein E and/or a cDNA coding for all or 
part of non-stmctural antigenic protein NSI of a 
vims belonging to Flaviviridae or a vims related 
thereto, and is inserted into the polyhedrin gene 
between nucleotide + 35 and nucleotide + 170 
with the A of the polyhedrin's modified start 
codon having number + 1. Polypeptides ob- 
tained by means of this baculovims, and the di- 
agnostic and therapeutical uses thereof, are also 
described. 
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L'invention a pour objet un baculovims 
recombinant, caracterise en ce qu'il comporte un ADN c codant pour tout ou partie de la proteine antigenique d'enveloppe E ct/ 
ou un ADNc codant pour tout ou partie de la protein- ^ntiginique non stmcturale NSI d'un vims appartenant aux Flaviviridae 
ou d'un vims apparente aux Flaviviridae, insere dans ic gene de la poi^Mrine cntre le nucleotide + 35 et le nucleotide de + 170, 
le A du codon d'initiation modifie de la polyedrine 6tant numerate + 1, les polypeptides obtenus gr&ce i ce baculovims ainsi que 
leurs applications diganostiques et therapeutiques. 
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BACULOVIRUS RECOMBINANT EXPRIMANT LES PROTEINES E ET NSI DE 
VIRUS APPARTENANT AUX FLAVIVIRIDAE OO DE VIROS APPARENTES AUX 
FLAVIVIRIDAE 



La prgsente invention se rapporte & un ba- 
culovirus recombinant exprimant les prot§ines E et NSI 
de virus appartenant aux Flavlvlrldae ou de virus ap- 
parent^s aux Flavlvlrldae (Flavl-llke), 
5 Par Flavlvlrldae , on entend la famille de 

virus dScrite par WESTAWAY et coll. dans Intervirology 
24 : 183-192 (1985) comprenant le genre Flavivirus 
dont le r6pr6sentant type est le virus de la fi^vre 
Jaune (VFJ). 

10 Par virus apparentfes aux Flavlvlrldae , on 

entend les Pestlvlrus (Marc S. Collett et coll, J. 
Gen. Vir (1989) 70, 253-266), notamment le virus de la 
diarrhSe virale des bovins (BVDV), le virus du choldra 
porcin (HCV), le virus de la border disease des mou- 
15 tons (BDV), ainsi que le virus de I'hfepatite C (Roger 
H. Miller dans Proc. Natl, Acad. Sci. USA, vol. 87 pp. 
2057-2061, Mars 1990). 

Le VFJ est un virus envelopp6 contenant un 
g6nome composfe d'un ARN raonocatdnalre de polarity 
20 positive de 10862 bases. L*ARN viral est le seul ARNm 
synth6tis6 pendant le cycle de replication (DESPRES et 
coll, (17)). Les sequences nucl6otidiques completes de 
3 souches de VJF ont 6t6 d6termln§es (Rice et coll, 
(18), Despr6s et coll, (19), Hahn et coll, (20), Dupuy 
25 et coll, (21)). L* analyse des sequences a r6v61& la 
presence d'un cadre de lecture unique ouvert de 10233 
bases codant pour une polyprot6ine de 3411 acides 
amines (PM approximatif de 375 kOa). L'ordre des pro- 
tSines sur le genome viral : 5*-C-pz^-E-NSl-NS2A-NS2B- 
30 NS3-NS4A-NS4B-NS5-3 * a 6t6 dSduit d'apr6s les donnSes 
concemant les sequences nucl&lques et peptidlques, 
chacune des prot6ines matures 6tant g6n6r6s aprfes 
clivages co et post-traductlonnels par les proteases 
virales et cellulaires. 

La protSine d'enveloppe E (poids mol^culaire 
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apparent dfe 54 JcDa) pr§sente & la surface des virions 
est I'antigene le plus important; -elle consiste en une 
protfeine IntSgrSe dans les membranes qui se lie aux 
rScepteurs cellulaires et induit des anticorps neutra- 
lisants. 

La glycoproteine non structurale NSl (poids 
moleculaire apparent de 48 kDa) de fonction indSter- 
min^e pourrait jouer un r51e dans 1 ' assemblage et la 
maturation du virus. L- immunisation avec la protfeine 
NSl purifi6e ou des fragments polypeptidiques de NSl 
esprlmds sous formes de protfeines de fusion par des 
bactSries s'est averse protfeger des souris et des 
primates contre une 6preuve avec le VFJ. Kn outre, 
plusieurs anticorps monoclonauK spficifiques de NSl du 
VFJ possMent une activit4 cytolytique en prSsence du 
oompltoent et se sont montrfis capables de protSger de 
manitee passive des animaux d'une epreuve avec le 
virus infect ieux horaologue (Schesinger et coll, 1985 
(1); Gould et coll, 1986 (2)). 

Ces donnfees suggerent f ortement que dans la 
prevention d'une infection virale, la reconnaissance 
immunitaire de la protSine NSl pourrait foumir une 
alternative & la neutralisation directe des 
flavivirus. 

On a cherchfe depuis un certain temps a pro- 
voquer une rfeponse immunitaire en injectant & des ani- 
maux des proteines immunogenes de ces virus produites 
par un vecteur approprie, notamment la protfeine 
d'enveloppe (E) et la glycoprot6ine non-structurale 
(NS1> connue pour confferer une bonne protection. 

ZHAO et coll. (Journal of Virology, dec. 
1987, p. 4019-4022, vol. 61 n» 12) ont ainsi decrit 
1' expression des proteines structurales et non 
structurales du virus de la Dengue par un virus recom- 
binant de la vaccine. 
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Yi-M±ng Zhang et coll, (Journal of Virology, 
aout 1988, p 3027-3031, vol. 62v N' 8) ont d§crit 
1» expression des prot^ines de structure C (capside), 
PreM (prfecurseur de M) et de la glycoprotfeine de 
5 structure E (enveloppe) ainsi que de prot§ines non 
structurales NSl et NS2A par un baculovirus recombi- 
nant. 

Cependant, bien que les animaux iininunis6s 
soient prot6g6s centre le virus de la Dengue, aucxme 
IQ de ces technique n'a permis d'obtenir un titre d'an- 
ticorps suf fisamment §leve. 

La pr^sente invention a pour but de foumir 
un systdme d' expression des protSines immunog6nes de 
Flaviviridae et virus apparent6s aux Flaviviridae d un 
J 5 taux de mani^re & conf6rer une protection immu- 

nologique efficace contre les infections dues & ces 
virus. 

La pr6sente invention a pour objet un bacu- 
lovirus recombinant, caract6ris6 en ce qu'il comporte 

20 un ADNc codant pour tout ou partie de la protSine 
antigSnique d' enveloppe E et/ou un ADNc codant pour 
tout ou partie de la prot&ine antig&nique non struc- 
turale NSl d'un virus appartenant aux Flaviviridae ou 
d'un virus apparentS aux Flaviviridae , ins6r6 dans le 

25 g6ne de la polySdrine entre le nucl6otide + 35 et le 
nucl&otide de + 170, le A du codon d* initiation mo- 
difl6 de la polyMrine 6tant num6rot6 1. 

Lorsque le baculovirus recombinant comporte 
en tant que segir r.nt d ' insertion un ADNc codant pour 
tout ou partie de E ou un ADNc codant pour tout ou 
partie de E et NSl, il comporte, en outre, en amont de 
I'ADNc une sequence leader qui correspond S I'ex- 
tr&nit6 3' de la region 5' non codante du gfene de la 
prot6ine VPl du virus SV40 comportant 11 nucleotides 
en 3* du site Hind III (nt 1488 sur le gSnome de SV40) 
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et le codon d' initiation ATG de la prot^ine VPl. 

Lorsque le baculovirus rscombinant comporte 
en tant que segtnent d' insertion un ADNc codant pour 
tout au partie de NSl. aucun codon d-initiation n'a 
etd introduit artif iciellement car le peptide signal 
de NSl contlent un nombre important d'ATG en phase; 
run au moms de ces demiers sert ft initier la 
traduction. 

Dans le cas ou le baculovirus recombinant 
comporte en tant que segment d' insertion un ADNc co- 
dant pour tout ou partie de E, un codon de terminaison 
est present a I'extr^mitS 3'. II a 6t6 introduit dans 
une 6tape pr6alable h I'insertion dans le vecteur 

baculovijrus. 

Dans le cas ofi le baculovirus recombinant 

comporte en tant que segment d" insertion un ADNc co- 
dant pour tout ou partie de E qui inclut d6ja un codon 
de terminaison, il n'est pas nScessaire qu'il comporte 
un codon de terminaison ajout6 artificiellement. 

Les baculovirus recombinants selon 1' inven- 
tion comportant respectivement un ADNc codant pour 
tout ou partie des protfiines E et NSl, un ADNc codant 
pour tout ou partie de la protSine E -et un ADNc codant 
pour tout ou partie de la protMne NSl, sent obtenus 
par cotransfection et recombinaison homologue des 
plasmides comportant en tant que segments d' insertion 
les ADNC respectifs avec le genome du baculovirus 
Autoorapha OHfomla Nuc1 *>«r Polvhedrosis XAcNPV) de 

type sauvage. 

Avantageusement, le virus appartenant aux 

Flavlvlridae ou apparent^ aux Flavivirldae est le 
virus de la fiSvre jaune. 

Un plasmide recombinant pref§r6, dSnommfe 
pAc-E.NSl comprenant I'ADNc codant pour E et NSl d616- 
t6e de I'aminoacide C terminal potentiel de NSl, est 
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avantageusement obtenu par les Stapes suivantes : 

a) digestion d'un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant I'ADNc codant pour E et NSl, afin 
d'introduire un codon de terrainaison & I'eKtrfemitfe 

5 carboxylique de NSl. II en rfesulte que la protfilne 
exprimfee est d§16t6e de son aminoacide C- terminal; 

b) digestion de ce plasmide par Hind III ou 

Bgl II; 

c) traitement des extr6mit6s avec le frag- 
10 ment de Klenow en presence des 4 d6soxynucl6otides 

triphosphate, de manifere a rendre les extr6mit6s fran- 
ches; 

d) digestion des ADN obtenus par Apa I; 

e) isolement et ligation des fragments d'ADN 
15 obtenus avec le plasmide pVL-941 poly prfealablement 

Iin6aris6 avec Bam HI et traits par le fragment de 
Klenow en presence des 4 d6soxynucl6otides triphospha- 
te, puis par la phosphatase alcaline, pour g6n6rer un 
plasmide comportant 1*ATG initiateur de la protSine 

20 VPl du virus SV40 pr6c6d6 des 11 nucleotides adjacents 
en 5' d61imlt6s par un site Hind III. Cette sequence 
constitue une partie de r6gion 5' non codante du ARNm 
chim6rique poly6drine-VFJ, permettant 1' expression de 
E et NSl. La rSgion 3' de l'ins6rat code pour la 

25 prot6ine NSl ou le dernier aminoacide C terminal est 
d616t6 et remplac6 par la sfequence exogSne G-G-S-S. 

Un autre plasmide recombinant pr6f6rfe, 
d6noram6 pAc-NSl comprenant I'ADNc codant pour NSl 
d616t6 de son aminoacide C terminal potentiel est 

30 avantageusement obtenu par les §tapes suivantes : 

a) digestion d'un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant I'ADNc codant pour E et NSl 
d&l&t&e de son aminoacide C terminal avec Xba I; 

b) remplissage avec le fragment de Klenow en 
pr6sence des 4 dfesoxynuclfeotides triphosphate et 
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ligation des fragments obtenus pour gtoSrer unplasmi- 
de comportant une sequence leader correspondant a 
1' extremity 3* de la region 5' non codante du gene de 
la proteine VPl du virus SV 40 comportant les 11 nu- 
5 cldotides en 3* du site Hind III et le codon d' initia- 
tion ATG de la protSine VPl ainsi que la sequence exo- 
ggne GGG GGA TCC TCT AGO TAG en aval de I 'ADNc codant 
pour E et KSl deletee de son aminoacide C terminal; 

c) digestion du plasmide obtenu & l*6tape b) 
JO avec Tth 111 I, Mlul et Pst 1, 

d) ligation des fragments obtenus a l*6tape 
c) aprSs remplissage du site Tth 1111 par le fragment 
de Klenow en presence des 4 desoxynucltetides tri- 
phosphate avec un vecteur de transfert pVL-941 poly 

15 obtenu & partir de pVL 941 par insertion d'un multi- 
linker S 1' extremity 3* du site Bam HI digearfe par 
BamHl et remplissage du site Bam HI par le fragment de 
Klenow en presence des 4 desoxynucl§otides triphos- 
phate. 

20 Un autre plasmide recombinant pr&±6r&, d6- 

nommS pAc-El comprenant l*ADNc codant pour le peptide 
signal de la prot6ine E suivie de la protfeine E del6- 
tSe de son extr6mit6 C terminale (aminoacides 286 k 
720) est obtenu par les etapes suivantes : 

25 a) digestion du plasmide pAC-E.NSl decrit 

precedemment par Xho I et Apa I et d*un plasmide re- 
combinant SV40-VFJ comportant I'ADNc codant potir la 
proteine E avec Apa 1 et Bgl II, et 

b) ligation des fragments [Xho I - Apa I] du 

30 plasmide pAc-E NSX obtenu pr6c6derament et [Apa I - Bgl 
II] du plasmide recombinant SV40-VFJ comportant I'ADNc 
codant pour la proteine E tronquee avec un vecteur de 
transfert PVL-941 poly obtenu a partir de pVL 941 par 
insertion d'un multilinker d I'extr&nit^ 3' du site 
Bam HI et dig6r6 par Xho I et Bam H I. 
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Un autre plasmide recombinant pr6£6r6, 
ddnommS pAc-E2 comprenant I'ADNc codant pour le 
peptide signal de la protdlne E sulvle de la prot&lne 
E delet6e de son extr&nltS carboxyllque contenant son 
^ domalne d'ancrage transmembranalre (amlnoacldes 286 d 
720) est obtenu par les dtapes sulvantes: 

a) creation de sites Bam HI et Sma I aux 
estr6mlt6s des r6gions non codantes 5* et 3' respectl- 
vement de I'ADNc par mutagdndse dlrlgSe par PGR 
(Polymerase Chain Reaction) au moyen de la Taq 
polymerase & partlr du plasmide pSV-E tel que dSflnl 
pr6c6demment en utlllsant comma amorces respectlvement 
les ollgod&soxynucl6otldes £-5* et E-3* de sequences : 

■^5 : 5tGTCGACCTGTACGGATCCGTTACTTCTGCTCTA3i 

E-3' : 51TCAATGATCACGCTAGTCCCGGGCAAGCTTCT 



30 



20 CTCT31, 

la llgne en polntlllds reprSsentant respectlvement les 
sites Bam HI et Sma I; 

b) digestion de 1*ADN obtenu & l*6tape pr6- 
c6dente par Bam HI et Sma I; 

c) ligation des fragments d*ADN obtenus dans 
le plasmide pVL 941-poly obtenu & partlr de pVL941 par 
Insertion d*un multlllnker ft l*extr&nlt6 3* du site 
Bam HI, et dlg6r6 par Bam HI et Sma I pour obtenlr un 
plasmide interrnddlalre ; 

d) substitution du fragment comprls entre le 
site Hind III (nucleotide -13 dans la r6gion 5' non 
codante du virus appartenant ft ou apparent^ aux 
Flavlvlrldae et le site PstI (nucleotide 1964 du virus 
appartenant ft ou apparent^ aux Flavlvlrldae ) du 
plasmide Intermftdlalre obtenu ft I'dtape prdcSdente par 
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le fragment homologue provenant du plasraide pSV-E. 

Un autre plasmide recombinant pr6fer§ 
denonune pAc-EANSl comprenant l^ADNc codant pour la 
proteine E suivie de la prot6ine NSl sous forme d'une 
5 polyprot6ine non cliv6e est obtenu par mutag&iSse 
dirigee, notamment par PGR, de la sequence VXA (amino- 
acide 776 & 778), X representant les aminoacides G, H 
ou 0, notamment G chez le VFJ, situ6e en amont du 
premier aminoacide de NSl, en FYV. 
10 Le site VXA est un site canonique de clivage 

reconnu par les signalases cellulaires en amont de 
I'extr6mit6 N terminale de la prot&Lne NSl des 
flavivirus. Le tripeptide FW introduit chez les 
flavivirus k la place de VXA n'est plus reconnu corame 

15 site de clivage. 

De pr6f6rence, le plasmide d6nomm6 pAc-EANSl 

est obtenu par les 6tapes suivantes : 

a) creation d'un site Sna BI unique en 
position 2450, (correspondent & la position entre les 
20 aminoacides 777 et 778), de I'ADNc par mutag6n6se 
dirigfee par PGR au moyen de la Taq-Polym6rase & partir 
du plasmide pAc-E.NSl tel, que defini pr6c6demment, en 
utilisant comme amorces 1 ' oligodesoxynucl6otide SP-NSl 
de sequence : 

25 stTCC CCA CTT GAG CTC TCT CTT GCC AAA GTT 

GAT GGC GCA TCC TTG ATC TAG GTA AAA TGC TAG AGA CAA 



AAA CAT GAT GAT GAG TGG TA31, 

la ligne pointill6e repr6sentant les codons substitu6s 
30 codant pour FYV, et 1 • oligod6soKynucleotide E-5' tel 
que d6fini pr6c6demment; 

b) digestion de I'ADN obtenu par Bam HI et 
Sad ? (les sites 6tant situes aux extr6mit6s 5'et 3' 
respectivement ) 

c) ligation dans le plasmide pVL 941-poly 
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obtenu ^ partir de pVL 941 par insertion d'un multi- 
linker a I'extr&nitfe 3' du site Bam HI, et dig6r6 par 
Bam HI et Sac I, de manidre & obtenir un plasmide 
intermddiaire; 

5 d) ligation des fragments d'ADN suivants : 

-[Bam HI-Eco RI] du plasmide pAc-E2, tel que dSflni 
pr6c6demment, correspondant a la prot6ine E tronqu6e; 
-[Eco RI " Sac I] du plasmide intermSdiaire d&fini 
pr6c6demment, correspondant aux aminoacides 720 d 790 
10 du Virus appartenant & ou apparent^ auK Flavi vir idae , 
comprenant la mutag6n6se dirigte FYV ; 
-[Sac I-Sma I] du plasmide pAc-E.NSl tel que dfifini 
pr6cddemment correspondant d la protdine NSl, 
dans le plasmide pVL 941-poly obtenu comme dScrit 
15 pr6c6demment et digSrS par Bam HI et Sma I. 

Les baculovirus recombinants sont obtenus 
par transfection et recombinaison homologue des 
plasmides avec le genome du baculovirus de type 
sauvage, de pr6£6rence Autographa California Nuclear 
20 Polyhedrosis Virus (AcNPV). 

Le baculovirus recombinant Ac<-E2 obtenu par 
transfection et recombinaison du genome de AcNPV avec 
le plasmide p Ac E2 a 6t6 d^posS & la CNCM le 21 mai 
1991 sous le n"" 1-1098. 
25 Le baculovirus Ac-E ^ NSl obtenu par 

transfection et recombinaison du g6nome de Ac NFV avec 
le plasmide de pAc-EANSl a 6t6 d6pos6 & la CNCM le 21 
mai 1991 sous le n* 1-1097. 

Les baculovirus expriment les prot6ines E 
30 tronqu6e ou entiSre associ&e/en tandem avec NSl aprds 
maturation (glycosylation, oligomSrisation. • . • ) & des 
taux &lev&a lorsqu'ils sont propag6s dans des cellules 
eucaryotes d*insecte, en particulier des cellules de 
Spodoptera frugiperda . 

Les prot6ines ainsi obtenues sont antig&ii- 
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ques et trouvent par consequent leur application dans 
des procides de diagnostic in vitro des infections 
virales caus6es par les Flaviviridae ou virus apparen- 
t6s aux Flaviviridae . 
5 La pr6sente invention a ainsi Sgalement pour 

objet un proc6d6 de diagnostic in vitro chez I'hoinine 
ou Chez 1- animal, par mise en Evidence des antioorps 
dirigfes centre tout ou partie de la prot6ine E et/ou 
la protSine NSl immunogSne telle qu'obtenue par un 

10 baculovirus recombinant suivant 1' invention, dans un 
pr616vement blologique de I'homme ou de 1' animal, dans 
lequel on met en contact la ou les protdines immunogfe- 
nes E et NSl avec le pr«.6vement biologlque de I'homme 
ou de !• animal pouvant contenir lesdlts antioorps et 

15 on r6v61e la pr6sence des antioorps fix6s. 

Ce proc6d6 peut etre bas6 sur une mfethode 
radloimmunologique de type RIA, RIPA ou IRMA ou une 
mfethode inimunoenzyraatique de type WESTERN-BLOT sur 
bandelettes ou de type ELISA. 

20 La pr6sente invention a 6galement pour Ob Jet 

une trousse de diagnostic in vitro des Infections cau- 
86es par les Flaviviridae ou les virus apparent6s aux 
Flaviviridae pour la mise en oeuvre du procSdfe ci-des- 
sus mentionn6, comprenant tout ou partie de la prot6i- 

25 ne NSl et/ou la protfeine E immunogfenes telles qu'obte- 
nues par un baculovirus recombinant suivant 1* inven- 
tion et contenant, en outre, un antioorps spteifique 
d'un isotype d'-immunoglobuline. 

.JLa. pr6sent6 invention a 6galement pour objet 

30 un vaccin destinfe au traitement et a la prevention des 
infections caus6es par les Flaviviridae ou les virus 
apparentfes aux Flaviviridae chez I'homme ou chez 
1' animal, dans lequel 1' agent vaccinant consists en 
tout ou partie de la prot6ine E et/ou de la protfiine 
NSl, obtenues par un baculovirus recombinant selon 
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1' invention. 

L' agent vaccinant peut Stre administr6 sous 
la forme de prot&ine(s) puri£i6e(s) en utilisant les 
propriSt^s de fractionnement du Triton X 114, ou en- 
5 core par 1 * intermfidiaire d*tjn baculovirus recombinant 
tel que d6crit pr6c6demment produisant la ou les pep*- 
tides immunogdnes ou encore par 1 ' interm6diaire de 
cellules d*eucaryotes, telles que les cellules d'in- 
sectes, notamment les cellules de Spodoptera 
10 fruqiperda servant & la propagation du baculovirus 
recombinant et des prot^ines immunogdnes produites par 
lui. 

La preparation massive de ces prot6ines re- 
combinantes peut fitre obtenue soit en fermenteur de 
15 cellules Spodoptera fruqiperda , soit & partir de lar- 
ves d'insectes infecttes par le baculovirus recombi- 
nant. 

Outre la sequence peptidique immunogdne, le 
vaccin peut contenir un adjuvant dou6 de propri6t6s 
2 0 immunos timulantes • 

Parmi les adjuvants que l*on peut utiliser 
figurent les sels min^raux tels que I'hydroscyde 
d' aluminium, des composes hydrophobes ou des surfac- 
tants tels que 1* adjuvant incomplet de Freund, le 
25 squalane ou des liposomes, des polynucleotides syn- 
th6tiques, des microorganismes ou composants de 
microorganismes tels que le murabutide, des molecules 
artificielles synth6tiques telles que I'imuthiol ou le 
levamisole, ou encore des cytokines telles que les 
30 interferons o^,^ ,^ ou les inter leukines* 

L* invention a, en outre, pour objet un anti- 
corps monoclonal ^'Irige centre tout ou partie d'une 
proteine E et/ou 31, obtenue par un baculovirus re- 
combinant tel que dScrit prScedemment. 

Les anticorps monoclonaux selon 1' invention 
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peuvent ©tre pr6par6s selon une technique classique. A 
cet effet, les polypeptides peuvent Stre couples si 
nfecessaire a un agent immunogSne, tel que I'anatoxine 
t6tanlque, par un agent de couplage tel que le gluta- 
5 rald6hyde, un carbodiimide ou la benzidine bis diazo- 

on dfeorira oi-apr6s plus en d6tail dans le 
cas du virus de la fi^vre Jaune (VFJ) : 

- I'obtention des baculovirus recombinants 
10 selon I'invention exprimant tout ou partie des prot6i- 

nes E et/ou NSl du VFJ, 

- les proprifetfis physioochimiques, antigS- 
niques et imn«inog6nes des protSines E et NSl du VFJ 
produites par des baculovirus recombinants en se r6- 

15 ffirant aux figures annexfees sur lesquelles : 

_ la Figure 1 reprfesente un sch&na de cons- 
truction du plasmide pAc-E.NSl permettant d'obtenir le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl. 

La sequence codant pour les proteines E et 

20 NSl du VFJ incluant le codon d'inltiation prdlevi du 
gdne VPl du virus SV 40, le peptide signal de la 
prot6ine E et le codon de terminaison & I'extr&uitS C 
terminale de la proteine NSl sont isol4s du plasmide 
pSV-E.NSl-(TAG). Les Sequences reprfesentant le gfinome 

25 du virus AcNPV et I'ADNc du VFJ sont indiqufies par les 
lignes fepaisses et les parties hachurfees, respective- 
ment. 

- la Figure 2 repr6sente 1' organisation des 
sequences du g&ie de la polySdrine du plasmide pVL 
30 941-poly servant du vecteur de transfert pour sa re- 
combinaison homologue avec le baculovirus, et du plas- 
mide recombinant pAc-E.NSl. 

La sequence nucl6otidique a la jonction en- 
tre le gSne de la polyfedrine et l'extr6mite 5' de la 
rfegion codant pour les protfeines E et NSl est reportfee 
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sur la figure* Le codon d* initiation ATG et le codon 
de termlnalson TAG sont surmont6s.. d ' iin trait. La se- 
quence d * amlnoacldes des extrdmit^s N et C du polypep* 
tide tradult est lndlgu6e sur la figure. La numfirota- 
tion correspond & celle de la polyprot6ine prScurseur 
du VFJ. 

* la Figure 3 reprfisente le sch&na de cons- 
truction du plasmide pAc-El permettant d'obtenir le 
baculovirus recombinant Ac-El, 

- la Figure 4 repr6sente le sch&na de 
construction du plasmide pAc-NSl permettant d'obtenir 
le baculovirus recombinant Ac-NSl, 

- la Figure 5 reprdsente 1 ' organisation des 
sequences du baculovirus pVL 941-poly servant de vec- 
teur de transfert, et des plasmides recombinants 
pAc-£l et pAc-NSI, 

La sequence nucl6otidique & la Jonction en- 
tre le gtoe de la poly6drine et I*extr6mit6 5^ de la 
region codant pour les prot6ines E et NSl est reportte 
sur la figure. Le codon d* initiation ATG et les codons 
de terminaison T6A et TAG respectifs des ADNc codant 
pour E et NSl sont surmontds d I'aide d'un trait. La 
sequence d ' aminoacides des extr6mit6s N et C du poly- 
peptide traduit est indiqu^e sur la figure. 

- la Figure 6 repr^sente le sch§ma d*obten- 
tion du plasmide p Ac-E2 & partir de I'ADN du VFJ. 

- la Figure 7 repr6sente le sch&na d*obten- 
tion du plasmide p Ac-EANSl par mutation dirigee par 
PGR sur la s6guence en amont de NSl A partir de la 
sequence correspondante de p Ac-E.NSl. 

- la Figure 8 repr^sente les r6sultats 
d ' immunisations r&alis6es chez les souris Swiss avec 
un lysat de cellules de Spodoptera frugiperda (souche 
Sf9), infect6es par le baculovirus sauvage AcNPV, le 
virus 17D ou un lysat de cellules Vero infectdes par 
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le virus 17D, 

- la Figure 9 represente les rfesultats 

d' immunisations r6alisees chez des souris Swiss avec 
un lysat cellulaire de Sf9 infectees par le baculo- 
5 virus AcNPV et les baculovirus recombinants de 1' in- 
vention AC-E.NSI, AC-El et Ac-NSl; 

- la Figure 10 reprSsente les rfesultats 
d'immunopr6cipitation d'un lysat obtenu en tampon RIPA 
de cellules Vero infectees par le VFJ et marquees & la 

10 mSthionine [^^s] en presence d ' actinomycine D. Le ly- 
sat radiomarqufe (10^ cpm dans un volume de 200 yi) est 
i«mnunopr6cipit6 avec 20 yl de s6rum de souris prelev6 
avant l'6preuve par le virus 17D en presence de 
prot^ine A S6pharose (Pharmacia). 
15 17D i.p. : sferums de souris iramunis6es avec le VFJ 

en intrap6riton6ale; 

senams de souris immunisees avec le lysat 
des cellules Vero infectfies par le VFJ; 
serums des souris immunis6es avec le ly- 
sat des cellules Sf 9 infeotSes par le ba- 
culovirus sauvage; 

struma des souris immunisees avec le ly- 
sat des cellules Sf9 infectees par le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl; 
25 Ac-El : scrums des souris immunisfees avec le ly- 

sat des cellules Sf 9 infect6es par le ba- 
culovirus recombinant Ac-El; 
s6rums des souris immunis6es avec le ly- 
sat des cellules Sf 9 inf ect6es par le ba- 
30 culovirus recombinant Ac-NSl 6tant d§ce- 

d§es apres I'epreuve avec le virus infec- 
tieux; 

s6rums des souris immunis6es avec le ly- 
sat des cellules Sf9 infect6es par le ba- 
culovirus recombinant Ac-NSl ayant surv6- 
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cues aprSs l*6preuve avec le virus in£ec- 
tleux. 

La position des prot&lnes E et NSl est Indl- 
gu6e par les filches. 

I - Construction des baculovlrus recombi- 
nants 

La construction des plasmides recombinants 
est ef£ectu6e en utilisant les techniques standards 
d6crltes par Maniatis et coll, (3). 

1. Construction du baculovlrus recombinant 

Ac*E>NSl 

La sequence codant pour les prot6ines E et 
NSl du VFJ comportant le peptide signal de E et le 
15 codon d' initiation AT6 de la prot6ine VPl de SV40 est 
Isolde du plasmide pSV-E.NSl sous forme d*un fragment 
d*AON de 2,6 kpb, comme dScrit par Despr&s et coll, 
(4). Avant son insertion dans le baculovlrus vecteur, 
un codon de termlnaison en phase est In86r6 & I'ex- 
20 tr6mit6 3* de cet ADN compl&nentaire par digestion du 
plasmide pSV-E.NSl avec Xbal (site unique dans le 
multillnker) et remplissage avec le fragment de Klenow 
de maniSre & g6n6rer la sequence peptidique exogdne 
GGSSS & I'extr6mit6 carboxylique de la prot6ine NSl 
25 (Figure 2). Les extr6mit6s f ranches sont circular is6es 
avec 1*ADN ligase de T4, g^grant alnsl le plasmide 
pSV-E.NSl-(TA6) (Figure 1). 

Pour facillter son insertion dans le vecteur 
navette, I'ADN passager est isol6 dB pSV-E.NSl-(TAG) 
sous forme de deux fragments de 0,70 kpb et 1,90 kpb 
comme cela apparalt stir la Figure 1. 

Le fragment de 0,70 kpb contenant la sequen- 
ce codant pour la moiti6 N-terminale de la prot^ine E 
y comprls son peptide signal, est cliv6e par Hind III 
(nucleotide 1488 sur le gdnome de SV40), rempli avec 
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le fragment de Klenow et dig6r6 par Apa I (nucl6otide 
1603 sur le ginome du VFJ). 

Le fragment de 1,90 kpb contenant la sequen- 
ce codant pour la moiti6 C tennlnale de la protSine E 
suivie par la protfeine NSl complete, est dig6r6 par 
Bgl II (site 3* terminal du multilinker de I'ADM re- 
combinant de SV40), rempli avec le fragment de Klenow 

et dlgere par Apa I. 

Le plasmide pVL 941-poly est obtenu a partir 
du plasmide pVL 941 d6crit par Luckow et Summers (5) 
par insertion d'un multilinker a I'extr6mit6 3' du 
site Bam HI (Figure 2). Le plasmide pVL941-poly est 
dig6r6 par Bam HI, rempli par le fragment de Klenow, 
d6phosphoryl6 et utilisfe pour 1' insertion des frag- 
15 ments d'ADNc du VFJ de 0,70 et 1,90 kpb. La substitu- 
tion par les g&ies de E et NSl dans le gfene de la po- 
lyddrine commence au nuclfeotide + 35, en num6rotant le 
A du codon d' initiation modifife ATT de la polySdrine 
par + 1. Le plasmide recombinant contenant le segment 
20 d' insertion de 2,6 kpb dans 1' orientation correcte est 
d6sign6 pAo-E.NSl. Dans le plasmide recombinant, les 
ejttrfemitfis franches du site Bam HI sont ligatur6es S 
celles du site Hind III g6n&:ant la sfequence 
5' ...GGATCAGCTTATGAAGATGG...3' dans la region non-co- 
25 dante, comme oela apparalt sur la Figure 2. 

Ce vecteur de transfert est utilise pour g6- 
n&rer le baculovirus recombinant Ac-E.NSl aprfes trans- 
fection et recombinaison homologue avec le genome du 
virus Autoarapha California N uclear Polyhedrosis (Ac 
30 NPV) de type sauvage en employant les techniques 
classiques de pr6cipitation au calcium-phosphate d6- 
crites par Summers et Smith ( 6 ) . 

Des particules virales occlusion-negatives 
sont purififees en plages et propagees dans des cel- 
lules de Spodoptera f ruaiperda Sf9 (isolat clonal 9 de 
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la souche IPLB-S£21-AE) . 

Pour conflrmer que la totality de I'ADNc du 
VFJ a 6t6 transfers dazis le gdnome du baculcjvlrus, on 
extralt I'ADN viral & partlr de cellules lnfect6es par 
5 Ac-E.NSl. Dans le but d'isoler la sequence codant pour 
E et NSl, on a tir6 parti de la presence de deux sites 
Eco RV aux deux extr^mltds de l*ADNc du VFJ, l*un en 
position-96 sur le g&ne de la poly&drlne, 1' autre dans 
le multillnker en aval du segfxnent d' insertion. 
^0 Apr^s separation des produits de digestion 

sur gel d* agarose, I'ADN ±n3&c& ayant des dimensions 
correotes est r6v616 par utilisation d'une sonde 
* d*ARNc sp6ci£ique obtenue & partir du plasmide p6X4«El 
(Ruiz Linards et coll, (7)). 

15 

2. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-El 

Le baculovirus recombinant Ac-El contient 1' 
ADNc Isold du plasmide pSV-E (Desprds et coll, (4))« 

20 Get ADNc code pour le peptide signal de la protfiine E 
(aa 271 k 285 de la polyprot£ine prdcurseur du virus 
17D) suivi de la protSine E d616t6e de son extr&nit6 C 
terminale (aa 286 & 720). Le plasmide pAc-El est 
g^n&r6 aprds ligation des fragments [xho I-Apa ij du 

25 plasmide pAc-E.NSl (dScrit pr6c6demment ) , et [Apa 
I-Bgl II] du plasmide pSV-E (DESPRES et coll. (4)) 
avec le vecteur de transfert pVL 941-poly dig6r6 par 
Xho et BamH I (Figure 3). Le cadre de lecture ouvert 
de 1*ADN passager ins6r6 dans le gSne de la polySdrine 

30 est dScrit dans la Figure 5. 

3. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-NSl 

Le baculovirus recombinant Ac-NSl contient 
l*ADNc du virus 17D codant pour la glycoprotSine NSl 
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isolte du plasmide pSV-E.NSl-{TAG) decrit pr6c6dem- 
ment. Cet ADNc code pour le peptide signal potentiel 
de la prot6ine NSl (aa 758 a 778) suivi de la prot6ine 
NSl (aa 779 a 1129). Le plasmide pAc-NSl a dte g6n§r6 
5 aprds ligation des fragments [Tth 111 I-Mlu I] (nt 
2389 a 2947 du g&iome viral) et [Mlu I-Pst 1] (nt 2947 
a 3506; Pst 1 est un site du multilinker) avec le vec- 
teur transfert pVL941-poly dig6r6 par BamH 1 et Pst 1 
(Figure 4). Le cadre de lecture ouvert de I'ADN pas- 
10 sager ins6r6 dans le gSne de la polyfidrine est d6crit 

dans la Figure 5. 

4. Construction du baculovirus recomibinant 

AC-E2 

Le baculovirus recombinant Ac-E2 contient 
15 I'ADNc codant pour la protfeine E d616t6e de son 
domalne d'ancrage transmembranaire. Le plasmide pAc-E2 
est g6n6r6 & partir du plasmide pSV-E (DesprSs et 
coll. (4)). Les sites uniques Bam HI et Sma I ont 6t6 
cr66s par mutagSnSse dirigfee aux eKtr&nitSs des 
20 regions non codtotes (RNC) en 5* et 3' respectivement 
du gSne k partir du plasmide pSV-E. Deux oligod6soxy- 
nucl6otides synthfetiques ont 6te pr6par6s pour 
r^aliser la mutagSn^se dirigSe : 

a) un oligod6soxynucl6otide de 33 bases E-5' 

25 de sequence : 

E-5 • : s • GTCGACCTGTACGGATCCCTTACTTCTGCTCTA3 1 , 



correspondent & la sequence en 3' de la RNC en 5' du 
gene E ins6r6 dans le plasmide pSV-E (Despr6s et 
30 Coll. (4)). Cette s6quence correspond aux nucleotides 
-46 a -14, en comptant le A de I'ATG initiateur de la 
traduction comme + 1. Un site Bam HI (soulignS en 
pointill6 sur la sequence E-5 ' ) est g&n&r& par 
I'oligom&re de 33 bases E-5' en position - 29 a -34 a 
partir de I'ATG ; 
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b) tin ollgod6soxynucl6otlde de 36 bases E-3' 
de sequence ; 

E-3 • : 5 1 TCAATGATCACGCTAGTCCCGGGCAAGCTTC 
5 

TCTCT3 I . 

Cette sequence est coiQ>l&aentalre aiix 
nucleotides 7 4 42^ en comptant le nucl6otide en 3' du 
codant stop TGA de la RNC en 3* du gdne codant pour la 

JO protfelne E conune + 1, dans le plasmide pSV-E (DesprSs 
et coll. (4)). Un site Sma l(soulign6 en pointlll6 sur 
la sequence E-3*) est g&n&r6 par I'oligom&re de 36 
bases E-3* en position 20 ft 25 d partir du TGA. 

Les oligomfires E-5* et E-3* sont utilises 

15 comme amorces pour la synthase d'un produit PGR de 
1400 pb par mutagSnSse dirig6e & partir du plasmide 
pSV-E, correspondent d la prot6ine E du virus. 

A cet effet 10 ng du plasmide pSV-E sont 
melanges avec 10 ng des oligom&res E-5* et E-3* en 

20 presence de la Taq-polym6rase. 25 cycles de 
ddnaturation & 94 *C sont r6alis6s pendant 1 min 30 
sec. Les oligomdres sont fix6s a 55*^0 pendant 2 
minutes et une extension est rfealisfee & 72 "C pendant 2 
minutes. A la fin des r6actions d' amplification, le 

25 produit PGR est d^posS sur un gel d' agarose. Le pro- 
duit PGR de 1400 pb est 61ectro-£lu6 du gel d* agarose, 
trait6 au phSnol/chloroforme puis pr6cipit6 & l*6tha- 
nol A 95% & - 20*0 en presence d'acState de sodium 0,2 
N. Aprds precipitation par centrifugation, 1*ADN s6ch6 

30 est repris dans les tampons commerciaux pour une 
digestion par les enzymes de restriction Bam HI et Sma 
I. A la fin de la digestion le produit PGR dig6r6 est 
traits comme pour les plasmides pr6c6demment dScrits 
pour obtenir im plasmide interm6diaire. 

Le plasmide PVL 941-poly dScrit prScSdemment 
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est dig6r6 par Bam HI et Sma I et aiis en ligation avec 
le produit PCR dig6re correspotidaait au g&ie codant 
pour la protSine E tronqu6e du VFJ. Pour 6viter le 
maintien de mutations apportSes par la PCR au niveau 
5 du gene codant pour la prot6ine E, le fragment compris 
entre le site Hind III (nucleotide- 13) et le site Pst 
I (nucleotide 1964 du genome du VFJ), soit environ 
1050 pb du plasmide intermSdiaire, est substitu6 par 
le fragment homologue provenant du plasmide pSV-E. Le 

10 plasmide pAc-E2 est obtenu (fig. 6). Le reste de la 
sequence a 6te contr616e par sSquengage direct. 

Le nouveau plasmide pAc-E2 a I'origine du 
baculovirus recombinant Ac-E2 contient le mfime cadre 
de lecture ouvert codant pour la prot6ine E tron«iu6e 

15 que celui present dans le plasmide pAc-El; seules les 
RNC aux extr&oites du cadre de lecture ouvert ont 6t6 
modifiees. 

5. Construction du baculovirus recombinant 

Ac-EANSl 

20 Le baculovirus recombinant Ac-EANSl con- 

tient l»ADNc codant pour la prot6ine E suivie de la 
protfiine NSl sous la forme d'une polyprotfeine non 
cliv6e. Le site de clivage entre les deux antigfenes 
majieurs du VFJ a 6te modifife par mutagenese dirigfee, 

25 de telle fagon qu'il ne soit plus reconnu par les 
signalases cellulaires, gdnSrant ainsi une 
polyprotfeine de 100 kDa correspondant aux protfeines E 
et NSl li6es de fagon covalente. 

Le site de clivage (aa 776 k 778) VGA en 

30 amont du premier acide aminfe de NSl (aa 779) reconnu 
par les signalases cellulaires permet le clivage de E 
et NSl; ce tripeptide a 6te modifi6 en FYV par muta- 
genfese dirigSe de fagon a ce qu'il ne soit plus 
reconnu comrae site cryptique de clivage selon les 
regies de Von Heijne (23). 

A cet ef f et on a synthetise un oligodesox- 
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nucleotide de 89 bases SP*NS1 de sequence : 

5 1 TCC GCA CTT GAG CTC TCT CTT GCC AAA GTT GAT GGC GCA 

TCC TTG ATC TAG GTA AAA TCC TAG AGA CAA AAA CAT CAT 



GAT CAC TCC TA3f 

compl&aentaire des nucleotides 2413 & 2501 du gdnome 
du VFJ, souche vacclnale 17D-204 ; la substitution des 
codons correspondents & VAG en codons correspondant & 
FYV est 80ullgn6e sur la s6quence de I'oligomdre 
SP-NSl. Un site Sna BI unique est g&n&T& en position 
2450 (entre les acides amines 777 et 778) par 
I'oligomere SP-NSl. 

L*oligomdre SP-NSl et l*oligomSre E-5* 
ddcrit pr6G6deinment sont utilises comme amorces pour 
la synthase d'un produit PCR de 1500 pb d partir du 
plasmide pSV-E.NSl dScrit pr6c&d^iiment, correspondant 
& la prot6ine E complete ^xus 15 aminoacides 
N-terminaux de la prot^ine HSl. 

A cet effet 10 ng du plasmide pAc-E,NSl sont 
mSlangds avec 10 ng des oligomSres E-5' et SP-NSl en 
presence de la Taq-Polymerase. On realise une 
amplification sur 25 cycles coimne decrit precedenment 
pour pAc-E2. Le produit PCR de 1500 pb est purifie 
comme decrit pour pAc-E2 et digSre par Bam HI (site 
unique apporte par E-5') et par Sac I, (site en 2490 
du genome du VFJ apporte par SP-NSl). 

Le vecteur de transfert pVL 941-poly decrit 
precedemment est dig6re par Bam HI et Sac I. Les 
fragments obtenus sont mis en ligation avec le produit 
PCR digere corxBspondant & la proteine E complete plus 
13 aminoacides de NSl du VFJ. Le plasmide resultant 
pAc-E^NSl (o( ) est un plasmide intermediaire pour la 
construction du plasmide pAc-£/^NSl; ce plasmide 
intermediaire contient la substitution VGA en FYV 
(aminoacide 776 & 778) i l'extr6mite carboxylique de 
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la protfeine E du VFJ» 

La construction finale- pour obtenir le 
plasmide pAc-E NSl a 6te r6alis6e par ligation des 
fragments : 

5 - [Bam HI-EcoRI] du plasmide pAc-E2 correspondant & la 
protfeine E tronqu6e^ 

- [EcoRI-SacI] du plasmide pAc-EWNSl(a> correspondant 
aux aminoacides 720 & 790 du VFJ incluant la 
mutagfinftse dirigfie FYV, 
10 - [Sacl-Smal] du plasmide pAc-E.NSl correspondant a la 

prot6ine NSl^ 

les trois fragments etant introduits dans le vecteur 
pVL941-pQly dig6r6 par Bam HI et Sma 1, 

La ligation des guatre fragments d'ADN 
15 gfenSre le plasmide pAo-EANSl (fig- 7). 

La compleKite de oes- constructions a 6t6 
rendufe nScessaire par le risque d ' introduction de 
mutations al6atoires lors de la PGR r^alis6e pour 
obtenir la mutag6nese dirigfee. Le plasmide pAc-EWNSl 
20 ainsi obtenu code pour les protfiines E et NSl en 
tandem non cliv^es du VFJ. Le baculovirus Ac-EWNSl 
g6n6rd par transfection ne diffSre du virus Ac-E.NSl 
que par la substitution VGA en FYV a I'extrfimite 
carboxylique de la tnrotfeine E. 
25 II - Expression des baculovirus recombinants 

A/ Expression du baculovirus recombinant 

Ac-E.NSl 

1, Detection des protfeines E et NSl recombi- 

nantes 

30 Les cellules Vero infect^es par le VFJ ou 

les cellules SF9 infectees par les diffferents baculo- 
virus I'ont 6t6 a raison approximativement de 10 uni- 
tes formant plage (UFP) par cellule. 

a) Marquage des prot^ines dans des cellules 

Sf9 et Vero. 
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Avant le marguage, les cellules sont lavtes 
i deux reprises et incub^es dans un milieu exempt de 
methionine pendant 60 minutes. Les cellules Sf9 sont 
radiomarqu^es pendant 180 minutes h 27 heures aprds 
5 1* infection (h p.i) avec 100 pCl de [^^S] m6thionine 
par ml. Les cellules Vero (ligndes cellulalres de 
reins de singe vert d'Afrique) infecttes par le VFJ 
sont prfitraitdes A 8 h p.i avec 5 pg/ml d'actinomyclne 
D (act D) et margudes d 25 h p.i pendant 3 heures avec 
10 100 j^Ci de [^^S] methionine par ml en presence 
d ' actinomycine D. Lorsgu'elles sont marquees en 
presence de tunicamycine (5 pg/ml), les cellules sont 
pretrai trees pendant 60 min. avec cette drogue. 

Pour les essais de marquage avec chasse 
25 ("pulse-chase"), on marque des cellules infect6es 
pendant 30 minutes avec 200 pCi/ml de [^^S] methionine 
par ml. Apres la periode de marquage,. les cellules 
sont lavees et incubees avec un exces de methionine 
froide pendant des durees variables. 
^0 Aprds marquage ou chasse, les proteines 

presentes dans le sumageant sont precipltees par 
addition de 9 volumes d*ethanol & 95% et incubation & 
- 20 ''C pendant 18 heures comme decrit par DesprSs et 
coll, (4). Pour analyser les proteines intracellu- 
laires, les cellules sont lavees k deux reprises avec 
une solution saline de tampon phosphate (PBS) froide 
et lysees avec un tampon RIPA froid (50 mM tris HCl pH 
7,5; 150 mM NaCl; 10 mM EDTA; 0,1 % SDS; 1% Triton X 
100; 1% deoxycholate) contenant 25 pg/ml d'aprotinine 
(Sigma). Apres 5 mn d' incubation & 0*C, les extraits 
cellulaires sont clarifies par centrifugation pendant 
5 min. dans tine minicentrifugeuse* Les proteines sont 
imrounoprecipitees en utilisant le protocole decrit par 
Ruiz-Linares et coll, (7) et resolues sur des gels 
SDS-polyacrylamide & 12%. 



25 
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b) Analyse Western-blot 

Les prot6ines s6par6es s»r gel de SDS-poly- 
aorylamide sont transffirSes par 61ectrophorese sur des 
filtres de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 
5 RFA). La membrane est satur6e avec le tampon de lavage 
(20 mM Tris HCl pH 7,5; 500 mM NaCl) contenant 3% de 
s6rum foetal de bovin et mise & incuber pendant 1 nult 
a 4-C avec un Immunsfirum de lapin dllu6 au 1/50 dirigfi 
contre la prot6ine NSl (Schlesinger et coll, (D) ou 

10 une protSine de fusion TrpE-E obtenue par insertion de 
I'ADNc cedent pour la proteine E dans la region 3' du 
gene TrpE de l-op6ron tryptophane dans le plasmide 
PATH dfecrlt par C. Dieckmann et A. Tzagoloff CJ. Biol. 
Chem. 1985, 260, p. 1513-20). Apr6s plusleurs lavages, 

15 la membrane est mise A incuber successivement 4 tempe- 
rature ambiante avec un s6rum de cheval anti-ig de 
lapin biotinyl6 dilu6 au 1/500 et avec un complexe 
dllufe au 1/500 de Streptavidirie-p^oxydase de raifort 
biotinylfee (Amersham). Apres lavage, les anticorps 

20 ii6s sont visualis6s en mettant 4 rdagir la membrane 
avec du 4-chloro-l-naphtol A 0,06% (Sigma) et du 
peroKyde d'hydrogftne 4 0,015%. 

c) Traitement par les Endo-jJ-N-ao6tyl-D- 
25 glucosaminidases H (Endo-H) et F (Endo-F) 

Des cellules Sf9 infectees avec le baculo- 
virus recombinant ou des cellules Vero infectfies avec 
le VFJ sont marqufees comme dfiorit ci-dessus et des ex- 
traits cellulaires immuno-prteipitfis 4 I'aide d'anti- 
30 corps dirigfis contre les protfeines du VFJ. Les com- 
plexes immune sont traitfis avec 1' Endo-H (20 mU/ml) ou 
©ido-F (lU/ml) (Boehringer) en utilisant la technique 
d4crite par Jarvis et Summers (22). 



d) Extraction par le Triton X 114 
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Les cellules sont rinc6es avec du PBS, mlses 
en suspension dans une solution de Triton X 114 & 2% 
(BDH) dans 50 mM de trls-HCl pH 7, 5 contenant 
25 pg/ml d'aprotinine et Incub^es pendant 10 mln & 
O^'C. Les phases aqueuse et detergent sont obtenues par 
Incubation dans un bain marie & 37 *C puis par cen- 
trifugation & 37*C dans une minlcentrifugeuse A 3000 
t/mln. La phase aqueuse est r6cup6r6e et apr&s plu* 
sleurs lavages avec du tampon E (10 roM de trls-HCl pH 
7,5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA), la phase detergent est 
obtenue. Les phases aqueuse et d&tergent dilutes avec 
5 volumes de tampon E sont pr6clplt6es pendant une 
nuit & l*aide de 9 volumes d*6thanol h 95% & - 20*C. 
Les prot6ine8 sont analysSes sur des gels de 
polyacrylamlde • 



e) Essals d ' Immunofluorescence 

Des cellules de S * f ruglperda cultlv6es sur 
des lamelles sont Infectdes avec AcNPV ou le virus 
recombinant pendant 24 heures & 27 Les cellules 
sont fixtes avec du £ormald£hyde et, si nScessaire, 
permSabilistes avec du Triton X 100 d 0,1% dans du PBS 
comme dScrlt pr6cddemment (DesprSs et coll, (8)). Les 
cellules flx^es perm6abllls6es ou non sont mlses & in- 
cuber pendant 20 mln, di temperature amblante avec un 
immunsdrum de sourls antl VFJ (dilution 1 : 40) ou 
avec une dilution au 1 : 20, de soit I'anticorps mono* 
clonal (AcMc) 864 spScifique de E (Gould et coll. 
(9)), soit I'anticorps monoclonal 8G4 sp6cifique de 
NSl (Schlesinger et coll. (10)). Une immunoglobuline 
anti-sourls conjugu^e k 1 ' Isothlocyanate de fluores- 
c6ine (Silenius) est utilisde comme second anticorps. 



2/ Expression des protfelnes E et NSl recora- 



blnantes du baculovirus Ac-E.NSl 
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Le plasmlde recombinant Ac-E.NSl contient 
I'ADNc du VFJ qui code pour una polyproteine pr6cur- 
seur des protfeines E et NSl, ayant un poids molScu- 
lalre thfeorique de 100 kDa (865 residus d'amlnoaci- 
5 des). Pour conflrmer que ces proteines sont exprimfies 
et subissent des maturations correctes dans les 
cel-lules S£9, on marque des cellules infect6es avec 
Ac-E.NSl a I'alde de [^^s] m6thionine pendant 3 heures 
& 27 h p.l. Cette durSe s'est av6r§e §tre optimale 

10 pour le marquage des protfeines recombinantes. 

Lorsque les prot61nes virales sont immuno- 
pr6cipit6es avec un immunserum de souris dirig6 centre 
le VFJ ou avec des anticorps monodonaux sptoifiques 
de E et de NSl, les prot6ines recombinantes E et NSl 

15 migrent avec les mSmes mobilitfis que les prot6ines 
authentiques obtenues & partlr de cellules Vero in- 
fectSes avec le VFJ. Lorsque les cellules sont trai- 
t6es avec la tunicamycine, un inhlbiteur de N-glyco- 
sylation des prot6ines, la protdine NSl authentique et 

20 la prot61ne NSl recombinante co-migrent avec un poids 
mol6culaire apparent de 43 kDa. Ni la protfeine recom- 
binante, ni la protfiine E authentique ne sont glyco- 
syl6es comme 11 a pu en ©tre juge d'apres 1' absence 
d'effets de la drogue sur leur mobilit6 61ectropho- 

25 rStique. 

L'antlg6nicit6 des prot6ines recombinantes 
est analys6e en utilisant des anticorps monoclonauz 
dirlges centre les protfiines E et NSl. Les anticorps 
monoolonaux neutralisant 2C9 (Schlesinger et coll, 
30 (10)) et 864 (ci-dessus mentionn6) reconnaissent la 
prot^ine d'enveloppe synthdtisee par la souche vacci- 
nale 17D-204 du VFJ et r6agissent avec la prot6ine E 
recombinante exprimee par le virus hybride SV40-VFJ 
(Despres et coll, (4)). Les deux types d' anticorps 
monoclonaux rfeagissent 6galement avec la protfiine E 
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recomblnante synth6tl86e dans les cellules d*lnsectes. 
Comme ces antlcorps monoclonaux reconnaissent la forme 
native mais non la forme d^natur&e de la protSine E 
(Desprfes et coll, (4)), on peut en conclure que le 
^ repliement de la prot6ine recomblnante est slmllaire & 
celui de la protfiine authentigue. Les deux types 
d* antlcorps monoclonaux lmmunopr6cipltent des poly- 
peptides suppl&nentaires qui migrent plus vite que la 
protdine E et pourraient 6tre similaires aux produits 
^0 de degradation dSJd trouv^s dans les cellules dLnfec- 
t6es avec le VFJ, comme d^crit par Schlesinger et 
coll, (11) et Cane et Gould (12). 

L* antlcorps monoclonal 864 immunopr6cipite 
la prot6ine NSl du VFJ produlte dans les cellules Vero 
^5 infect^es aussi bien que la forme non glycosylde syn- 
thdtisee. en presence de tunicamycine. La reconnais- 
sance par 1' antlcorps monoclonal 8G4 est considers- 
blement affect^e lorsque, la prot^ine est trait^e par 
du SDS et du dithiotr6itol, ce qui indique que I'Spi- 
20 tope est dependant de la conformation. L' antlcorps 
monoclonal 8G4 r6agit 6galement avec la protSine NSl 
recomblnante obtenue i partlr de cell ;les Sf9 infec- 
t^es par Ac-B.NSl. En plus de la protSine recomblnante 
de 48 kDa, un polypeptide mineur avec un poids 
25 mol6culaire apparent de 47 kDa est iromuno-pr6cipit6 i 
partir d*un lysat de cellules d'insectes infect6es par 
Ac-E.NSl. 

Les analyses d6taill6es de cellules de Sf 9 
infecttes avec le baculovirus recombinant Ac-E.NSl ont 
30 r6v616 1' existence de deux grands polypeptides ayant 
des poids moldculaires apparents d ' approximativement 
100 kDa, ce qui repr6sente la taille attendue pour le 
pr6curseur non cliv§. Ces polypeptides rSagissent avec 
un immuns6rum de souris dirig6 centre les protSines 
structurales et non structurales du VFJ aussi bien 
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qu'avec les antioorps monoclonaux sp6cifiques de E et 
de NSl. Le plus grand polypeptide (105 kDa) migre avec 
la m&ne m6bilit6 que la proteine NS5 non structurale 
du VFJ. Lorsque la synthase est effectuee en presence 
5 de tunlcamyclne, seule la bande migrant le plus rapi- 
deraent est d6tect6e ce qui suggere que les polypepti- 
des ayant des mobilitfis plus rapides et plus lentes 
repr6sentent les formes non glycosyl6es et glycosylfees 
respectlvement. Ces rfisultats Indiquent que le poly- 
10 peptide de 100 kDa est en fait le prScurseur non cliv6 
des protfeines E et NSl recombinantes. 

DfeteCtion des formes oligomerlgues et asso- 
ci6es & la membrane de la p rotfeLne NSl 

15 L'oligomSrisation de NSl dans les cellules 

de moustiques et de mammifSres infectfes par dif f6rents 
flavivirus a 6t6 dfecrite par Winkler et coll, (13, 
14), Mason (15) et Schlesinger et coll, (16). La ques- 
tion est pos6e de savoir si la prot6ine NSl forme 

20 6galement des oligomferes dans les cellules de Ifepidop- 
tdres Infeotfies avec le virus Ac-E.NSl. II 6tait ainsi 
nScessaire d'fetablir les conditions pour dfetecter les 
oligomSres de NSl dans les cellules de mammifferes 
infect6s avec le VFJ. 

25 Les dim&res NSl formds pendant 1' infection 

par le virus de la Dengue sont rfesistants k des trai- 
tements rSducteurs et par le SDS mais sensibles & la 
dSnaturation par la cShaleur. Les cellules de primates 
infectfes avec la souche 17D-204 du VFJ sont marqu6es 

30 pendant 30 min i 25 h p.i en pr6sence d'actinomycine D 
et chassSes pendant des durees variables. Les prot6i- 
nes obtenues a partir des lysats cellulaires sont dis- 
soutes dans un tampon de Laemmli et analyses sur gel 
de polyacrylamide avant et apres denaturation par la 
chaleur. Dans les 6chantillons dSnatur6s, la protfiine 
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NSl de 48 kDa est d&tect&e sous la forme d*uniB bande 
falble apr&s une p6riode de marguage de 30 min., et 
devlent de plus en plus Importante apr&s une incuba- 
tion de 60 min. Lorsque les 6chantillons ne sont pas 
d6natur6s par la chaleur, la prot^ine de 48 kDa est 
d6tect6e & la fin du marquage sans gu'elle s'accumule 
pendant la chasse. De mani^e concomittante, une 
nouvelle bande virale avec un polds mol6culaire appa- 
rent de 72 kDa apparalt, qui devient de plus en plus 
Intense durant la chasse. 

Le polypeptide de 72 kDa est 61u6 a partir 
du gel et on montre qu'il repr6sente une forme oli- 
gomSrique de la protSine NSl * Le polypeptide isold est 
analyst par Western-blot en utilxsant un immunsdrum de 
lapin dirigS contre la protSine NSl du VFJ (Schlesln- 
ger et coll, (1)). Le polypeptide de 72 kDa rSagit 
avec le s6rum sp6cifique et apr^s dSnaturation par la 
chaleur se dissocie pour former la prot6ine NSl de 48 
kDa. 

Aprds traitement des extraits cellulaires 
avec du Triton X 114, les protSines transmembranaires 
ayant des sequences d*ancrage hydrophobes se rSpartis- 
sent de manidre efficace dans la phase d&tergent, tan- 
dis que les prot6ines plus hydrophiles, cytosoliques 
et secr6t4es restent dans la phase aqueuse. La 
presence de la protSine d*enveloppe du VFJ ou de la 
prot6ine recombinante E exprim^e par le virus Ac-*E«NS1 
dans la phase detergent est r&v&l&e par analyse di- 
recte de l*extrait cytoplasmique marquS et confimde 
par analyse de type Western-blot au moyen d'un inmun- 
s&rum de lapin dirig6 contre la protSine E du VFJ. La 
protdine E est extraitc-. de maniSre complete et totale 
dans la phase detergent corame attendu pour une pro- 
t6ine transmembranaire. 

La presence d'oligom^res NSl dans la phase 
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de detergent est revel^e clairement. Cependant des 
analyses de Wertem-blot avec un . Immuns^rum de lapin 
dirige centre la protfeine NSl du VFJ montre que 
I'oligomere NSl de 72 kDa est extrait & la fois dans 
5 la phase aqueuse et dans la phase detergent. Apr6s 
d^aturation par la chaleur, la forme oligomferlque est 
dissocifie et convertie en une protfeine de 48 kDa. En 
1» absence de chauffage> la plupart des produits appa- 
raissent sous forme d'ollgomSres. Lorsque la N-glyco- 

10 sylation est bloqu6e avec de la txinicamycine, on ob- 
serve la presence d'un polypeptide de 62 kDa dans 
I'fechantillon non chauff6. Lorsque 1 ■ 6chant±llon est 
chauff6, ce polypeptide disparait tandis qu'apparalt 
le forme non glycosylfee de NSl (poids mol6oulaire 

15 apparent de 43 kDa). Ce rfisultat sugg&re que la 
prot6ine de 62 kDa est la forme non glycosyl6e de la 
prot61ne de 72 kDa et que l'oligora§risation de NSl a 
lieu sans que soient n6cessairement presents des 
groupes oligosaccharidiques fix6s sur les sites NXT/S 

20 ou ASN X Thr/Ser presents sur la glycoprotfeine. Aucune 
bande distincte autre que celle correspondent & NSl 
n'apparalt aprfis le chauffage, ce qui 6uggere que le 
polypeptide de 72 kDa est un homo-oligomere. La dif- 
ference de poids moleculaire different entre 72 et 62 

25 kDa correspond vraisemblablement au poids moleculaire 
de 4 oligosaccharides^ 6tant donne que le monomgre NSl 
poss^de des rfesidus glycans sur les deux sites de 
N-glycosylation qui ensemble contribuent a 5 kDa 

(Despr&s et coll^ (4)). 
30 La prot6ine NSl exprirafee par le baculovirus 

recombinant Ac-E,NS1 est detectfee par Western-blot 
avec I'imraun sferum dirige contre la proteine NSl du 
VFJ aussi bien sous la forme monomerique gp48 que sous 
la forme oligomferique gp72. Si la forme raonomferique 
est spfecifiquement dfetectfee dans la phase aqueuse, la 
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forme oligom6rigue est retrouvSe dans les phases 
aqueuse at detergent de Triton "X114. Ces rSsultats 
signlflent que 1 * oligomgrisation et 1 * association atxx 
membranes de la protSine recombinante NSl ont lieu 
^ dans les cellules d'insectes infect^es par le bacu- 
lovirus recombinant Ac-E.NSl et & une temperature de 
27*C. 

Ces experiences conflrment que la prot&Lne 
d'enveloppe E du VFJ ou du virus Ac-E.NSl possSde les 
propriet6s d'une protdine membranaire intdgrale et 
montrent que la glycoproteine NSl de 48 kDa du VFJ ou 
du virus Ac-E.NSl nouvellement synthetis6e peut fitre 
convertie en une -trme oligomSrique thermolabile gp 72 
qui peut etre ret^ouvfie associSe aux membranes. 

Le polypeptide de 100 kDa synthStisd par 
Ac-E.NSl est compldtement extrait dans la phase deter- 
gent et reagit avec des immunserums de lapin dirigSs 
centre les proteines E ou NSl. Le r^sultat confirme 
que le polypeptide repr6sente le prScurseur non clive 
20 de E et NSl recombinantes et indique qu*il est forte- 
ment associe aux membranes Intracellulaires. Des ana- 
lyses de marquage avec diasse montrent que le cllvage 
destine & generer les proteines recombinantes E et NSl 
a lieu apres que le precurseur ait ete compietement 
25 transfere dans la lumiere du RE (r6ticul\im endoplas- 
mique ) • On a egalement trouv6 que la maturation du 
precurseur n*etait pas modifiee par la tunicamycine, 
dans la mesure oH les proteines E et NSl non glycosy- 
lees etalent produltes en presence de cette drogue. 

30 

Transport et secretion des proteines NSl 
authentlques et recombinantes dans des cellules 
infectees 

Comme les proteines NSl de diff6rents 
flavlvlrus ont ete decrites corame etant les antlg6nes 
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solubles f ixant le complfement et plus tard comme une 
protfeine secretfee dans le milieu de culture cellulai- 
re, il etait intferessant de determiner si les prot^i- 
nes NSl authentique et recombinante synthetisees dans 
5 des cellules Vero infectees par le VFJ ou dans des 
cellules Sf9 infectees par le baculovirus fetaient 
egalement s6cr6t6es dans le milieu. 

Les cellules Vero infectees avec le VFJ sont 
radiomarqufees avec de la [^^s] methionine pendant 30 
^0 min. puis chassfees avec un exces de mfethionine froide 
pendant 0 & 5 heures* La prot&ine NSl authentique est 
prfesente dans le sumageant cellulaire apres 2 heures 
de chasse, aprte quoi un plateau est rapidement 
attaint. La forme secrfetfee de NSl migre sous forme 
^5 d'une bande diffuse avec un poids mol§culaire apparent 
Ifegferement supferieur & sa contrepartie cellulaire. 
Bien que la proportion de NSl dans les fractions 
extra- et intracellulaires n'ait pas 6t6 quantifi6e, 
des analyses par autoradiographie indiquent clairement 

20 qu'une grande partie reste sous forme intracellulaire. 

A partir de analyses de marquage avec chasse,. on peut 
conclure que la s6cretion de NSl est un processus 
plutSt lent dans la mesure ou plus de 5 heures sont 
nScessaires pour que la moiti6 des proteines NSl 

25 radiomarqu6es soit liberee dans le milieu de culture 

cellulaire. On montre fegalement que la forme extracel-- 
lulaire correspond ^ I'oligomere gp 72 et que celui-ci 
migre sous forme d'une bande plus large que JJoligomS- 
re intracellulaire. II disparait aprfes chauffage tan- 

30 ais que la forme monomferique de NSl secretee apparalt. 

Un traitement par la tunicamycine ne fait pas 
disparaitre la s6cr6tion de NSl comme cela ressort de 
la presence de I'oligomere non glycosyle p62 de NSl, 
dans le milieu de culture. 

A l'oppos6, des cellules Vero infectfees avec 
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le VFJ, la pxrotSine recomblnante NSl obtenue d partir 
de cellules Sf9 infectSes par Ac-E.NSl n*est pas se- 
cr6t6e car aucun des polypeptides recombinants n'a pu 
6tre detects dans la fraction extra-cellulaire apr&s 
un marguage de 30 min. suivi par une chasse de 3 
heures. La durSe de la chasse n*exc6dait pas des 
p^riodes trop longues en raison d'une 6ventuelle lyse 
cellulalre due & 1' infection par le baculovirus. I.es 
cellules Sf9 Infecttes par Ac-E.NSl non perm£abili86es 
montrent une reaction clairement pos5 -ive lorsgu*elles 
sont test6es avec l^anticorps 8G4 specif ique de NSl, 
par immunofluorescence d 24 heures aprds 1' infection, 
ce qui suggdre que, bien que les oligom&res de NSl re- 
combinants ne soient pas 8ecr6t6s, ils ont p6n6tr6 
^5 dans le reticulum endoplasmique et dans l*appareil de 
Golgi et ont 6t& transportfis vers la membrane plasma- 
tique avec laquelle ils se sont associds. 

N-glycosylation des protfeines NSl authentic 
ques et recombinantes 
^0 On salt que 1 * endoglycosidase H hydrolyse 

les residue oligosaccharidiques & haute teneur en 
mannose li6s ft I'asparagine de la glycoprotSine, mais 
non les types coo^lexes de glycans, tandis que 
I'endo-F clive de la roftme maniftre les oligosaccharides 
25 ^ haute teneur en mannose et les oligosaccharides 
complexes. La resistance & 1 ' Elimination des chaines 
lat^rales hydrocarbon^es par I'Endo-H est acquise 
aprSs la conversion de 61cNAc2-Man5 en 61cNAc2-Man3- 
GlcNAc, un 6vftnement qui a lieu dans la r&gion m&diane 
de l*appareil de Golgi. Ainsi la sensibility ou la re- 
sistance aux traitements par 1 * endoglycosidase H, des 
groupes oligosaccharides li6s aux aspargines presents 
sur la protMne NSl exprim^e par le VFJ ou par le 
virus Ac-E.NSl devrait donner des indications sur son 
transport dans le trajet secrStoire intracellulaire et 
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une indication quant au compairtiment oH a lieu l*oli- 

gomferisation. 

Les 6chantillons intra- et extracellulaires 
obtenus ^ partir des experiences de marquage suivi de 
5 2 heures de chasse sont analyses quant ^ leur reacti- 
vite a l'6gard des endoglycosidases . La protfeine NSl 
extracellulaire du VFJ apparait etre presque complfete- 
ment r6sistante & I'Endo-H et montre la meme h6t6ro- 
g6n6it4 que la forme non traitfie; mais comme on s'y 

10 attendait, est sensible & I'Endo-F. Ceci indique que 
NSl doit traverser le compartiment secretoire ou les 
oligosaccharides a haute teneur en raannose sont mo- 
difies en sucres complexes resistants a I'Endo-H. 
L'h6t6rog&i6it6 de la protSine NSl lib§r6e est pro- 

15 bablement due a des modifications multiples des oli- 
gosaccharides li6s aux residus Asparagine. Au con- 
traire de la forme secr6tee, la protSine NSl intra- 
cellulaire est totalement sensible k l*Endo-H, ce qui 
indique qu'elle ne migre pas vers le coraplexe de Golgi 

20 mais reste dans le reticultim endoplasmique, Dans la 
mesure oH la majorit6 de NSl est presente sous la 
forme oligomfirique, ces rfesultats sugg&rent fortement 
que le repliement et I'oligom&risation ont lieu pro- 
bablement dans le rfeticulum endoplasmique ou dans un 

25 compartiment qui precede le trans-Golgi. 

Pour caract^riser la nature des N-glycans 
sur la prot6ine recombinante NSl, les protSines mar- 
qu6es obtenues & partir de cellules Sf9. infect6es par 
Ac-E.NSl et traltfees avec le Triton X 114 sont rdpar- 

30 ties entre dans les phases aqueuse et detergent puis 
la protfeine NSl de chaque phase est iramunopr6cipit6e. 
Des rfesultats similaires sont obtenus avec I'tme ou 
1* autre phase. Lorsque la proteine recombinante NSl 
corapos§e des deux formes gp 48 et gp 47 est traitfee 
avec I'endoglycosidase deux bandes sont observ6es 
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qui migrent avec la forme p 43 non glycosylSe et la 
forme gp 47 respect! vement • Les deux bandes sont 
sensibles & I'Endo-F qui r6du±t leur tallle S 43 kDa. 
Ces rfesultats sugggrent que gp 48 est la forme 
sensible & l*Endo-H tandis que gp 47 repr6sente la 
forme rSslstante & l*Endo*-H. L* existence de la pro- 
tfiine gp 47 rdsistante d I'Endo-H sugg^e que, bien 
que la majority des protdines NSl poss&dent des gly- 
cans d haute teneur en mannose, certains des oligo- 
saccharides sont raccourcis sans Elongation suppl6- 
mentaire. Ceci signifie que la prot6ine a trans- 
port6e & partir de reticulum endoplasmique vers 
I'appareil de Golgi oH des sequences riches en man- 
noses ont vraisemblablement 6t6 modifies en 
Man361cNAC2« Ce ph6nom6ne est observe dans les 
cellules d'insectes. I>e pi de tels glycans sont 
connus pour Etre de pauvres substrats pour l»Endo-H. 
Ainsi, il apparalt que la glycosylation de la prot6ine 
NSl recombinante exprimSe dans les cellules d'insectes 
est diffdrente de celle de la protSine NSl authentique 
synth6tis6e dans les cellules de mammifSres. 



B/ Expression des baculovirus recombinants 
Ac-E 1 et Ac-NSl 

L'6tude de 1* expression des protSines recom- 
binantes E et NSl en cellules Sf9 a 6t6 r6alis6e 30 h 
apr^s infection par les baculovirus Ac-E 1 ou Ac-NSl. 

1) Expression de la prot6ine E tronqufee 
Le baculovirus recombinant Ac-E 1 exprime la 
prot6ine d*enveloppe E du virus de la Fidvre Jaune 
d61St6e de son domains d*ancrage transmembranaire C 
terminal. La protSine recombinante E a un poids mo- 
16culaire th^orique de 52 kDa (96% de la prot&ine E du 
virus 17D). 
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* Antlg&iicitfe de la protSine recombinante E 
La protfeine E exprimfee par le virus Ac-E 1 a 

un profil de migration 61ectrophoretique tres similai- 
re a celles synthfetisees par le virus 17D ou par le 
5 baculovirus recombinant Ac-E.NSl. Cette proteine re- 
combinante reagit avec un immuns^rum de souris antl- 
17D ainsi qu'avec les anticorps monoclonaux neutrali- 
sants 4E8,2C9,2E10^2D12 et 5E3 (Schleslnger et coll, 
(10)). L'Ac^c neutralisant 864 (Gould et coll, (9)), 
10 sp6ciflque des souches vaccinales 17D-204, reconnait 
la protfiine E recombinante. 

* Taux de production en cellules Sf9 

La protSine E tronquee dans les celltzles 
d'insecte infectees par le virus Ac-E 1 est visualisfee 
15 par coloration au bleu de Coomassie a partir des 
prot6ines totales d'un lysat de 10^ cellules aprSs 
1" analyse sur un gel de polyacrylamide-SDS (PAGE-SDS). 
On estime la production de E a 10 pg pour 10^ cellu- 
les. 

20 * Proprifetfes physicochiraigues de la protfilne 

recombinante E 

Si le baculovirus recombinant Ac-E synth6ti- 
se la protfeine E en grande quantite, les essais de pu- 
rification montrent qu'elle parait relativement inso- 
25 luble; 

* Secrfetion de la proteine E 

La protfeine recombinante E n'est pas dfetec- 
t6e dans le sumageant des cellules Sf9 infectSes par 
le virus Ac-E.l L» absence de s6cr6tion, malgrfe la d6- 
30 lotion de son domaine d'ancrage transmembranaire, 
se-rait corrS16e ft sa propri6t6 d • insolubility dans le 
compartiment intracellulaire. 

* Localisation cellulaire de la proteine E 
par immunofluorescence 

Par immunofluorescence indirecte, la pr- 
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t6ine E n'est retrouv^e que dans le compartiment In- 
tracellulaire, on ne la d^tecte pas h la surface de la 
cellule. 

Le baculovlrus recombinant Ac-El exprline la 
^ prot6ine E du virus de la Fidvre Jaune, souche vacci- 
nale 17D-204 France, qui prSsente correctemeni: les 
Epitopes de neutiralisation. 

2) Expression de la protfeine NSl 
Le baculovirus recombinant Ac-NSl exprime la 
glycoprot6ine non structurale NSl (aa 779 & 1129) du 
virus de la Fidvre Jaune en presence des acides amines 
MSMSMILV6VINNFLSLGV6A (aa 758 & 778) qui composeraient 
son peptide signal interne. 

* Antigenicity de la prot6ine recombinante 

NSl 

La protSine recombinante NSl synthgtisSe par 
le virus Ac-NSl migre sous forme d*un doublet (PM 
apparents de 48 et 47 kDa) avec un profil de migration 

^0 Slectrophorfitique tr6s similaire A celui de la 
protdine exprimde par le virus 17D ou par le 
baculovirus recombinant Ac-E«NS1. Le doublet de NSl 
rSagit avec un immxins^rum de souris anti-17D et avec 
le AcMc 1A5,4E3,2D10,262 et 8G4 (Schlesinger et al, 

25 10). 

Les AdMc 1A5 et 864 ont une activity cyto- 
lytique en presence de complement et peuvent prot6ger 
passivement la souris et le primate centre le virus 
17D injects en intracerebral. 

* Glycosylation 

En presence de tunicamycine, un inhibiteur 
de la N-glycosylation des glycoproteines ou aprSs 
traitement avec 1 * endoglycosidase le doublet de NSl 
de 48 et 47 kDa disparait alors qu'apparait un poly- 
peptide de 43 kDa qui a un profil de migration eie- 
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tropnoretigue tr4s comparable k la forme non glycosy- 
lee de la prot6ine NSl du virus amaril. Ce rfisultat 
. indique que le doublet 48-47 kDa correspond a deux 
formes majeures de la prot6ine recombinante NSl qui se 
5 diffferencient par la nature de leurs oligosaccharides. 

* Taux de production en cellules Sf 9 

La protfiine NSl dans les cellules d'insecte 
infectSes par le virus Ac-NSl est visualis6e par colo- 
ration au bleu de Coomassie & partir d'un lysat de 10^ 
10 cellules apres analyse sur un PAGE-SDS. On estime 
qu' environ 10 )g de prot6ine NSl sent produits par 10^ 
cellules. 

* Oligomferisation et association aux membra- 
nes de la prot&ine NSl 

15 La forme oligom6rique de la proteine NSl (gp 

72 kDa)^ prSalablement decrite pour le virus 17D et 
pour le baculovirus recombinant Ac-E.NSl, est observfee 
dans les cellules d'insecte infectdes par le virus 
Ac-NSl aprds coloration au bleu de Coomassie des 

20 protfeines totales d'un lysat cellulaire non d6natur6 
analyst sur un PA6E-SDS. L' existence de la forme 
oligomferlque gp 72 kDa de la prot6ine NSl exprimfee par 
le virus Ac-NSl a 6t6 conf irm§e par Western blot avec 
un immunserum de lapin anti-NSl. La forme oligomferique 

25 (je la protfeine NSl est retrouvee associee aux membra- 
nes d' apres les experiences de fractionnement au de- 
tergent non ionique Triton X 114. 

* S6cr6tion de la protSine NSl 

La proteine recombinante NSl n'est pas d6- 
30 tectSe dans la sumageant des^cellules Sf9 infectees 
par le virus Ac-NSl. L' absence d'excrfetion de la pro- 
t6ine NSl par les cellules de lepidoptere a ete pr6a- 
lableraent observfee dans les cellules infectees par le 
baculovirus recombinant Ac-E.NSl. 

* Localisation cellulaire de la protSine NSl 
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par immunofluorescence 

Par Immunofluorescence indirecte avec I'AcMc 
BG4, la prot6±ne recombinante NSl est retrouvSe d la 
surface de la cellule Sf9 InfectSe. 
^ C/ Expression du baculovlrus recombinant 

AC-E2 

Le virus Ac-E2 exprime la protdine E 
tronqu6e (poids mol6culaire apparent 52 kDa). Son taux 
de production est d* environ 5 )g/1.000.000 de cellules 

10 sf9 aprfes 48 heures d' infection. La prot6ine E est 
reconnue par les anticorps monoclonaux dirig^s centre 
la protdine d^enveloppe du VFJ : 2C9,2E10,5E3,2D12, 
864. La prot61ne E trongude exprimSe par le virus 
AC-E2 est s6cr6t6e par les cellules de Spodoptera 
fruqiperda infect6es dans le milieu de culture. Ce 
phSnomtoe est confirm^ par marguage des cellules 
infectSes en presence de methionine [^^S] suivi d'une 
chasse ainsi que par immunofluorescence indirecte ou 
une fluorescence membranaire est observSe. En absence 

20 de son domaine d'ancrage transmembranaire, la prot6ine 
E exprimSe par le virus Ac-E2 est excr6t6e corame celle 
synth6tis6e par le recombinant SV40 SV-E dans les 
cellules de primate (Despr&s et coll., (4)). 

D/ Expression du baculovlrus recombinant 

25 Ac-E NSl 

Le virus Ac-*E6NS1 synth&tise tine prot&ine 
sous la forme d*un doublet ayant un poids mol6culaire 
apparent approximatif de 100 kDa. L'h6t6rog6n6it6, qui 
dispardit en presence de tunican^ine de cette 
protSine est due & son degr6 de glycosylation (dans la 
gp 100, seul le polypeptide repr6sentant NSl est 
glycos} 6); ce ph6nom6ne a dfejd 6t6 d6crit pour la gp 
100 exprim6 par Ac-E.NSl. La gplOO exprim6e par 
Ac-EANSl est reconnue par les anticorps monoclonaux 
sp6cifiques de E (2C9,2E10,2D12, 864) aussi bien que 
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par les anticorps monoclonaux sp^clfiques de NSl 
(lA5,8G4v2G12). Ce r6sultat -est confirm^ par 
dLmmunofluorescence indirecte. Le taux de production 
est estim^ 6 10 pg/1- 000.000 de cellules de Spodoptera 
5 fruqiperda a 2 jours apres 1' infection, Aucun clivage 
en E et NSl n'est observ6 a partir de la gplOO. 

L' expression des proteines E et NSl en 
tandem n^affecte ni leur conformation ni leur 
antigtoicit6 respectives. 
10 III - immunite protectrice anti-VFJ induite 

par les prot6ines reoombinantes E et N Sl chez la sou- 
ris 

L'immunog6nicite et le pouvoir protecteur 
des protfeines reoombinantes E et NSl exprimfees en 

15 cellules d'insecte Sf9 infectfees par les diff6rents 
baculovlrus ont 6t6 testes chez la souris qui est le 
module animal de r6f6rence pour etudier la pathog6ndse 
du VFJ. En effet, si les souches sauvages tuent le 
rongeur adulte apres injection par les voies intracfe- 

20 r6brale ou intrap6ritoneale, les souches vaccinales 
17D sont 16tales uniquement lorsque le virus est in- 
jects par voie Intrac6r6brale. Les souriceaux sont 
sensibles au virus sauvage ou vaccinal quelque soit la 
voie d' inoculation. Mnsi, pour tester le pouvoir 

25 immunogene des prot6ines reoombinantes E et/ou NSl, on 
a inocul6 des lysats cellulaires a des souris Swiss de 
trois semaines. L'6preuve par le virus virulent se 
fait en injectant le virus pax voie intracferfebrale. 

La dfetection d' anticorps dirigfes centre les 

30 prot6ines E et NSl dans les sferums de souris immuni- 
s6es a 6t6 r6alis6e avant que les animaux ne regoivent 
une injection intracferfebrale du virus infectieux 17D 
i&pTBxxvB ou challenge au VFJ). 
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a) prfeparation des lysats cellulalres 
Des cellules S£9 infectSes par le baculovi- 
rus sauvage (AcNPV) ont 6t6 utilis6es conraie contrfile 
nggatif et deux types de contrdle positif ont 6t6 
cholsls : le virus 17D inocul6 par vole Intrapfirlto- 
n6ale et les cellules Vero lnfect6es par le virus 17D. 
Toutes les cellules Sf9 ou Vero ont pr61ev6es & la 
30toe heure aprds le d6but de 1' Infection. Elles ont 
&t& raises en suspension dans du PBS et I'extralt eel- 
lulaire a dt6 obtenu par une simple 6tape de cong61a- 
t ion-d6cong61atlon • 

Chague souris Swiss re^it une injection 
lntrap6rlton6ale (l.p.) de 5 x 10^ cellules (sauf 2,5 
X 10^ cellules ln£ect6es par Ac-E.NSl) contenues dans 
0,3 ml, sans adjuvant, ou de 10^ ufp de virus 17D, aux 
temps J 0 et J 15. Trois semaines aprds le d6but de 
1 ' inoculation, ^ J 19, les s6ruros des souris immuni- 
s^es sont pr&levds et S J 21 les animaux resolvent une 
dose de 100 DL50 de virus 17D contenu dans un volume 
de 30 pi par vole Intrac6r6brale (i.e.). La mortality 
des souris est comptabllis6e Jusgu*au 21eme Jour qui 
suit I'^preuve soit 6 semaines apr6s le d6but de 
1 * immunisation. 

b) protection des souris immunisfees 

Les r68ultats sont pr6sent6s dans le tableau 

I. 
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TABLEAU I 



10 



Virus ou lysat 

cellulaire 

injects 



17D i.p^ 

Vero/17D§ 

AcNPV§ 



Nombre de souris prot§g6es 
sur nombre total de souris 
immtinis&es (% de protection) 



16/19 (85%) 
20/20 (100%) 
1/19 (5%) 



Titre Ac NI 
des sdrums 
avant &preuve 



40-80 
10 
<10 



15 



Ao-E.NSl* 
Ac-E 1§ 
Ao-NS 1§ 



25/25 (100%) 
17/19 (90%) 
5/25 (20%) 



10 
20 
<10 



(* : dilution du sSrura pour obtenir 50% de reduction 
<Ju titre viral) 

20 (£• : 10^ ufp de VFJ) 

(§ : 0,5 K 10^ cellules infectees) 
(+ : 2,5 X 10^ cellules infectees) 

Les souris Swiss inoculees par le virus 17D 
en intrap§riton§ale ou celles qui ont regu un lysat de 

25 cellules Vero infectees par le virus 17D sont protS- 
gfees tandis que les souris immunisfees par le lysat de 
cellule Sf9 Infectfees par le baculovirus AcNPV sont 
d6c6d6es 15 jours apres le d§but de l'6preuye avec le 
virus infeotieux (Figure 6). Lorsque les souris Swiss 

30 sont inooulfees par le lysat cellulaire Ac-E. NSl, la 
protection est totale. 

Pour etablir le role respectif de E et NSl 
dans 1' induction d'une reponse inununitaire protecttice 
anti-virale, les souris Swiss ont regu soit un lysat 
de cellules infectees par le baculovirus recombinant 
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Ac-El, soit un lysat de cellules infectees par le 
baculovlrus recombinant Ac-KSl • Les souris immunisSes 
centre la protfelne E tronquee de son extr6mlt§ C 
tenninale (virus Ac-El ) sont protegees centre le virus 
5 infectieux (Figure 7), celles Imraunis^es centre la 
prot&ine NSl (virus Ac-NSl) restant sensibles au VFJ d 
80% malgr6 un retard de 2 Jours dans 1' apparition des 
slgnes clinigues par rapport aux souris ayant regu 
seulement les prot^ines du baculevirus (virus AcNPV) 
10 (Figure 7). Cette protection faible (20%) raais rSelle 
suggSre que la prot^ine NSl seule Joue un rdle non 
n^gligeable dans 1' immunity anti-virale. 

c) prfesence d'anticorps diriqfes contre les 
15 protfeines E et NSl 

Les scrums pr61ev§s chez les souris immuni*- 
sfies avant 1' injection du virus 17D en intracergbrale 
(J21) sont testes pour la presence d'anticorps dirigSs 
contre les protSines E ou NSl. Par radioiimnunopr&cipi- 

20 tation d'lm lysat de cellules Vero infectSes par le 
VFJ et marguSes d la methionine [^^^sj, on confirme que 
les s6rums de souris immunisSes avec le baculovirus 
AcNPV ne rSagissent avec aucune des protSines du VFJ. 
Les s6rums de souris ayant regu le virus 17D en i.p. 

25 ou les prot&ines des cellules Vero infectees par le 
VFJ immunoprfecipitent avec des intensitfes variables 
les prot^ines E et NSl (Figure 8)* 

Les scrums des souris immunisSes avec le 
lysat de cellules S£9 infectees par le virus Ac.E-NSl 

'^^ iminunoprScipitent trds bien la prot§ine NSl et dans 
une moindre mesure la proteine E du VFJ ( Figure 8 ) . 
Les s6rums des souris immunis§es avec le lysat de 
cellules Sf9 infect6es par les virus Ac-El ou Ac-NSl 
immunopr^cipitent tres faiblement ou pas avec les 
prot6ines E ou NSl respectivement (Figure 8). Deux 
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hypotheses peuvent §tre proposees pour rfepondre & ce 
ph&iom&ie; soit les prot6ines recortbinantes E et NSl 
exprlmSes par le virus Ac-E.NSl sont plus inununosti- 
mulantes que celles synth§tis§es respectivement par 
5 les virus Ac-El et Ac-NSl, soit les anticorps diriges 
contre les protfeines E et NSl individualisSes appar- 
tlennent & des classes d'isotypes qui r6agissent tres 
mal avec la protfeine A qui est spfecifique des Ig 2a. 
La deuxl&ne explication peut Stre arguments par le 

10 fait que le titre en Ac NI contre la prot6ine E ex- 
primfee par le virus Ac-El est superieur a celui de la 
protSine B exprimee par le virus Ac-E.NSl bien que 
rien ne soit detecte par immunoprecipitation; en defi- 
nitif, on peut imaginer que les prot6ines E et NSl 

15 synth6tls6es par le virus Ao-El et Ac-NSl respective- 
ment stimulent pr6f6rentiellement certaines classes 
d'immunoglobulines non reconnues par la proteine A, 
phfenomane qui n'aurait pas lieu lorsque les proteines 
recombinantes sont exprimees par le virus Ac-E.NSl. la 

20 reponse antigenique serable diffSrente pour les raSmes 
proteines selon leur mode de prSsentation au systftme 
immunitalre de 1' animal. 

Par le test de s6roneutralisation in vitro, 
le titre en anticorps neutralisants (ACNI) pr4sents 

25 dans les s6rums a ete utilise. Le test de s^roneutra- 
lisation in vitro est realise de la fagon suivante; 
cent unites formant plages (ufp) du VFJ, souche vac- 
cinale 17D-204 France, sont incubfees pendant 2 heures 
avec des dilutions successives de sferums puis raises en 

30 contact avec des cellules de reins de pore (PS) en 
presence de carboxymSthylcellulose CCMC), Au bout de 5 
jours, les cellules sont colorees et on determine la 
dilution du sferum qui permet d'obtenir 50 plages envi- 
ron soit une reduction de 50% du titre viral (titre du 
sferum en sferoneutralisation ) . Le titre obtenu est de 
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40-80 pour les s6ruins de souris ayant regu le virus 
17D eh l.p. et de 10 pour ceux des aniraaux immunisfes 
centre le lysat de cellules Vero infectees par le VFJ 
(tableau 1). Comme attendu, on ne detecte pas d'Ac NX 
5 dans les scrums de souris immunis^es contre les 
prot6ines du baculovirus AcNPV ou contre la protSine 
recombinante NSl exprimee par le baculovirus 
recombinant Ac-NSl (titre <10). Les serums de souris 
immunisSes avec les baculovirus Ac-E.NSl ou Ac-E 1 ont 
10 des titres en anticorps neutralisants de 10 et 20 
respectivement ( tableau 1 ) • 

d) conclusion 

Les proteines E et NSl du virus de la fi^vre 

15 jaune, souche vaccinale 17D-204 France, exprimSes par 
le baculovirus recombinant Ac-E.NSl indulsent une r6- 
ponse imraunitaire protectrice complete (100%) contre 
1 ' agent inf ectxeux avec un titre en anticorps neutra- 
lisants de 10. La protSine d'enveloppe (E) d616t6e de 

20 son domaine d * ancrage transmembranaire carboxylique 
exprim6e par le virus Ac*El, immtinise efficacement 
contre le VFJ (90% de protection) avec un titre en Ac 
NI de 20. Si la prot^ine recombinante NSl synthStis6e 
par le virus Ac-NSl n'induit pas une immunity protec- 

25 trice efficace contre le VFJ (20% de protection), la 
r^ponse immunitaire humorale et/ou cellulaire thymo- 
dSpendante induite par elle parait retarder 1* appa- 
rition des signes cliniques, ( g^n^ralement une para- 
lysie des membres infSrieurs) et peuvent protSger 

30 certains individus probablement en relation avec 
I'haplotype du complexe majeur d'histocomptabilitfe 
(C.M.H.) de la souris Swiss immunis§e. 

De 1' ensemble de ces resultats, 11 apparait 
que la proteine d'enveloppe a un role primordial dans 
la rgponse immunitaire protectrice anti-virale. 
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certainement par 1* induction d'anticorps neutrali- 
sants. Cependant, il semblerait que la reponse immu- 
nitaire dirigee contre les proteines E et NSl expri- 
mees par le virus Ac-E.NSl soit encore plus perfor- 
mante pour les raisons suivantes : 

_ existence d'une protection totale centre 
le VFJ aprSs seulement deux injections espacSes de 15 
jours d'un simple lysat cellulaire; 

- le taux en anticorps neutralisants (tltre 
10) est suffisant pour une complete protection anti- 
virale (titre comparable a celui bbtenu pour les 
souris prot§g6es avec le lysat de cellules Vero 
infecttes par le virus 17D); 

- observation d'un haut pouvOir immunogSne 
15 de la proteine NSl produite par Ac-E.NSl. 

- intervention des deux compartiments de 
1" immunity anti-virale protectrice, la s§roneutrali- 
sation du virus et la cytotoxicity dirigfee centre les 
cellules infectees, 1' ensemble permettant une double 

20 protection centre la diffusion de 1' agent pathog&ie 
dans I'organisme (par les AcNI) ainsi que pour pr6- 
venir 1' apparition de mutants d ' echappement aux anti- 
corps neutralisants en bloquant precocement la repli- 
cation virale en bloquant pr^cisdment la replication 
25 virale par 1 • intervention d'une rfeponse imraunitaire 
humorale et/ou cellulaire thymodSpendante dirigfee 
centre la protSine NSl. 

Cette double rfeponse antigfenique pourrait, 
dans le cas de la dengue, prevenir 1' apparition de 
complications s6vSres telles que les fiSvres 
h6morragiques qui ont 6t6 d§crites etre liees a la 
presence d'une iraraunlte preexistante vis-a-vis d'un 
sSro^pe heterologue du virus de la dengue. 

L' utilisation d'un vaccin sous-unit6 compost 
des proteines recombinantes E et NSl apparalt comme 
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une r6ponse efficace et originale pour le deyeloppe- 
raent d'une prophylaxie anti-f laviyirus ou anti-flavi- 
like. Dans le cas de la fievre jaune^ on pourralt 
iininuniser efflcacement les enfants de molns de 6 mois, 
5 ce qui n'est pas possible avec le vaccin vivant 17D 
actuel h cause de son niveau non negligeable de 
neurovirulence ( recx^mmandation de I'O.M.S.)* 
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Symboles des acides amnifes 



5 



10 



15 



20 



A 


Ala 


alanine 


C 


Cys 


cysteine 


D 


Asp 


acide aspartique 


E 


Glu 


acide glutamigue 


F 


Phe 


ph&iylalanine 


6 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


He 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


L 


Leu 


leucine 


M 


Met 


methionine 


N 


Asn 


asparagine 


P 


Pro 


proline 


Q 


Gin 


glutamine 


R 


Arg 


arginine 


S 


Ser 


serine 


T 


The 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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REVENPICATIONS 

1 - Baculovirus recombinant, caract6r±sd en 
ce qu'il comporte un ADNc codant pour tout ou partie 
de la prot61ne antlgSnlque d'enveloppe E et/ou un ADNc 

5 codant pour tout ou partie de la prot&lne antlgSnlque 
non structurale NSl d'un virus appartenant aux 
Flavlvlrldae ou d*im virus apparent^ aiix Flavlvlrldae , 
Ins6r6 dans le g&ie de la polySdrlne entre le 
nucl6otlde + 35 et le nucleotide de + 170, le A du 
10 codon d' Initiation modlfl6 de la poly6drlne 6tant 
num6rot6 + 1. 

2 - Baculovirus recombinant selon la reven- 
dlcatlon 1, caract6rl86 en ce gu*ll comporte en tant 
que segment d' Insertion un ADNc codant pour tout ou 

15 partie de E ou un ADNc codant pour tout ou partie de E 
et NSl, et en ce qu*ll comporte, en outre, en aroont de 
I'ADNc une sequence leader qui correspond d I'ex- 
tr&nlte 3* de la region 5* non codante du gdne de la 
prot61ne VPl du virus SV40 comportant 11 nucleotides 

20 en 3* du site Hind III et le codon d' Initiation AT6 de 
la prot&lne VPl* 

3 - Baculovirus recombinant selon la reven- 
dlcatlon 1, caractgrlsS en ce qu'll cc»iiporte en tant 
que segment d' Insertion un ADNc codant pour tout ou 

25 partie de E, et en ce qu'll comporte, en outre, & 
I'extr&nlte 3' un codon de termlnalson Introdult 
prdalablement & 1* insertion dans le baculovirus. 

4 - Baculovlr s recombinant selon I'une 
guelconque des revendlcatxons 1 & 3, caract6ri86 en ce 

30 qu'll est obtenu & partlr de Autographa California 
Nuclear Polyhedrosls Virus > 

5 - Baculovirus recombinant selon I'une 
quelconque des revendlcatlons 1^3, caract6rls6 en ce 
que le virus appartenant aux Flavlvlrldae ou apparent^ 
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aux Flavivirldae est le virus de la fievre jaune 
(VFJ). 

6 - Plasmide recombinant pour I'obtention 
d'un baculovitiis selon la revendication 1, d6noinm6 

5 pAc-E.NSl comprenant I'ADNc codant pour E et NSl d616- 
t6e de son aminoacide C terminal potentiel, caractfe- 
ris6 en ce qu'il est obtenu par les 6tapes suivantes : 

a) digestion d'un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant l*ADNc codant pour E et NSl, afin 

10 d'introduire un codon de terminaison a I'extremite 
carboxylique de NSl de fagon ^ ce que la proteine 
exprim6e rfesultante soit d61§tee de son aminoacide 
C-termdlnal; 

b) digestion de ce plasmide par Hind III et 

15 ou Bgl II; 

c) traitement des extr&nites avec le frag- 
ment de Klenow en presence des 4 d6soxynucl6otides 
triphosphate, de mani&re a rendre les extr6mites fran- 
ches; 

20 d) digestion des ADN obtenus par Apa I; 

e) isolement et ligation des fragments d'ADN 
obtenus avec le plasmide pVL 941-poly prfealablement 
Iin6aris6 avec Bam HI et traite par le fragment de 
Klenow en presence des 4 desoxynucl6otides triphos- 

25 phate, puis par la phosphatase alcaline pour g6n6rer 
un plasmide comportant I'ATG initiateur de la protfiine 
VPl du virus SV40 pr6c6d6 des 11 nucleotides adjacents 
en 5' dfelimitfes par un site Hind. III. 

7 - Plasmide recombinant pour I'obtention 
30 d«un baculovirus selon la revendication 1, dSnommd 

pAc-NSl comprenant I'ADNc codant pour la proteine NSl 
deletee de son aminoacide C terminal potentiel, ca- 
ract6ris6 en ce qu*il est obtenu par les etapes sui- 
vantes : 



wo 92/02548 




11/00432 



55 



a) digestion d*un plasmide recombinant 
SV40-VFJ comportant I'ADNc codant pour E et NSl 
d616t6e de son aminoacide C terminal avec Xba I; 

b) remplissage avec le fragment de Klenow en 
presence des 4 d§soxynucl6otides triphosphate et liga- 
tion des fragments obtenus pour g6n6rer un plasmide 
contportant une sequence leader correspondent & l*ex- 
tr6mit6 3* de la region 5' non codante du g&ne de la 
prot6ine VPl du virus SV 40 comportant les 11 nu- 
cleotides en 3* du site Hind III et le codon d' initia- 
tion ATG de la protdine VPl ainsi que la sequence exo- 
g6ne 6GG G6A TCC TCT AGO TAG en aval de l*ADNc codant 
pour E et NSl d616t6e de son aminoacide C terminal; 

c) digestion du plasmide obtenu ft l'6tape b) 
avec Tth 111 I, Mlul et Pst 1, 

d) ligation des fragments obtenus ft l'6tape 
c) aprfts remplissage du site Tth 1111 par le fragment 
de Klenow en presence des 4 d&srxynucl6otides triphos- 
phate avec un vecteur de transf^rt pVL 941-poly obtenu 
ft partir de pVL 941 par insertion d'un multilinker ft 
l*extrftmitft 3* du site Bam HZ, digftrd par Bam HI et 
remplissage du site Bam HI par le fragment de Klenow 
en presence des 4 d^soxynucl^otides triphosphate. 

8 - Plasmide recombinant pour I'obtention 
d'un baculovirus selon la revendication 1, ddnommft 
pAc-El comprenant I'ADNc codant pour le peptide signal 
de la protftine E suivie de la protftlne E tronqu^e, d6- 
Ifttfte de son extrftmitft C terminate (aminoacides 286 ft 
720) , caractftrisft en ce qu'il est obtenu par les 
fttapes suivantes : 

a) digestion du plasmide pAc-E.NSl selon la 
revendication 6 par Xho I et Apa I et d'un plasmide 
recombinant SV40-VFJ comportant I'ADNc codant pour la 
protftine E avec Apa I et Bgl II, et 

b) ligation des fragments fxho I - Apa fl du 
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plasmide pAc-E.NSl obtenu pr^oSdemment et [Apa I - Bgl 
II] du plasmide recxjmblnant SV40-VFJ comportant: I'ADNc 
codant pour la protfeine E tronqu6e avec un vecteur de 
transfert PVL 941-poly obtenu & partir de pVL 941 par 
5 insertion d'un multilinker a 1 ' extr^mitfe 3' du site 
Bam HI et dig6r6 par Xho I et Bam H I. 

9 - Plasmide recombinant pour I'obtention 
d'un baculovirus selon la revendication 1, d&nomm6 
pAc-E2 comprenant I'ADNC codant pour le peptide signal 

10 de la protfeine E suivie de la prot6ine E tronqu6e, 
d61&t6e de son extr6mit6 C terminale (aminoacides 286 
d 720) est obtenu par les Stapes suivantes : 

a) cr6ation de sites Bam HI et Sma I aux 
extr&nit&s des regions non codantes 5' et 3' 

15 respectivement de I'ADNc par mutagfenfese dirigfie par 
PCR (Polymfirase Chain Reaction) au moyen de la 
Taq-polym6rase & partir du plasmide pSV-E en utilisant 
comme amorces respectivement les oligod6so»ynucl6oti- 
des E-5' et E-3' de sequences : 

20 B-5' : 5iGTCGACCrGTACGGATCC6TTAC?rTCPGCTCTA3i 



E-3' : giTCAATGATCACGCTAGTCCCGGGCAAGCTTCT 

25 CTCT3 I , 

la ligne en pointings representant respectivement les 

sites Bam HI et Sma I; 

b) digestion de I'ADN obtenu & I'Stape pr6- 

cSdente par Bam HI et Sma I; 
30 c) ligation des fragments d'ADN obtenus dans 

le plasmide pVL 941-poly obtenu a partir de pVL941 par 
insertion d'un multilinker a I'extremite 3' du site 
Bam HI, et dig6r6 par Bam HI et Sma I pour obtenir un 
plasmide intermSdiaire ; 

d) substitution du fragment d'ADN compris 
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entre le site Hind III (nucleotide -13 dans la- region 
5 * non codante du virus appar tenant & ou apparent 6 aux 
Flavivlridae et le site Pst-I (nuclfeotide 1964 du 
virus appartenant h ou apparent^ aux Flavivlridae ) du 
5 plasmide interm&diaire par le fragment homologue du 
plasmlde pSV-E.. 

10 - Plasmide recombinant pour I'obtention 
d*un baculovlrus selon la revendication 1, ddnommS 
pAc-EWNSl comprenant I'ADNc codant pour la prot6ine E 

JO suivie de la protSine NSl sous la forme d'une 
polyprotSine non cliv6e, caractdrisS en ce qu'il est 
obtenu par mutagdndse dirig^e, notamment par PGR de la 
sequence VXA (amlnoacide 776 & 778), sltute en amont 
du premier amlnoacide de NSl, dans laguelle X 

15 repr^sente les aminoacides 6, H ou Q notamment G, en 
FYV. 

11 - Plasmide recombinant pour I'obtention 
d'un baculovlrus selon la revendication 1, d6nomm6 
pAc-E^NSl comprenant l*ADNc codant pour la prot^ine E 

20 iiee par une liaison de covalence & la protfiine NSl 
dei6t6e de son amlnoacide C terminal potentlel, carac- 
tSrise en ce qu'il est obtenu par les Stapes suivan- 
tes : 

a) cr6ation d'un site Sna BI unique en 
25 position 2450, (correspondent i la position entre les 
aminoacides 777 et 778), de I'ADNc par mutag6n6se 
dirigSe par PGR au moyen de la Taq-Polym6rase h partir 
du plasmide pAc-E.NSl, tel que dSfinl & la revendica- 
tion 6, en utillsant comma amorces l'ollgod6soxynu- 
30 cl^otide SP-NSl de sequence : 

5' TCC GCA CTT GAG GTC TCT CTT GGC AAA GTT 
GAT GGC GGA TCG TTG ATG TAG GTA AAA TGG TAG AGA GAA 



AAA GAT GAT GAT GAG TGG TA3*, 

la llgne polntill6e reprdsentant les codons substitute 
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codant pour FYV, et l'oligod6soxynuclo6tide tel 
que d6f±n± & la revendication 9 ; • 

b) digestion de I'ADN obtenu par Bam HI et 

Sad ; 

5 c) ligation dans le plasmide pVL 941 -poly 

obtenu a partir de pVL 941 par insertion d'un 
multilinker & I'extr6mit6 3' du site Bam HI, et dig6r6 
par Bam HI et Sac I, de maniSre & obtenir un plasmide 
interm6diaire ; 
10 d) ligation des fragments d'ADN suivants : 

- [Bam HI -Ego RI] du plasmide pAc-E2^ tel que d§fini ^ 
la revendication 9, correspondant k la protfeine E 
tronquee ; 

- [ECO RI - Sac I] du plasmide interm§dlaire dfifini 
15 pr6c6demment, corespondent aux aminoacides 720 et 790 

du Virus appartenant & ou apparente aux Flaviviridaey 
comprenant la mutag^ndse dirigte FYV ; 

- [Sac I-Sma I] du plasmide pAc-E.NSl tel que d§fini a 
la revendication 6 correspondant h la prot6ine NSl, 

20 dans le plasmide pVL 941-poly obtenu comme dfecrit 
pr6c6demment et dig6r6 par Bam HI et Sma I. 

12 - Baculovirus recombinant d6pos& h la 
CNCM le 21 mai 1991 sous le n" 1-1097. 

13 - Baculovirus recombinant depos6 a la 
25 CNCM le 21 mai 1991 sous le n» 1-1098. 

14 - Polypeptides comprenant tout ou partie 
des prot6ines E et/ou NSl, caract6ris6s en ce qu'ils 
sent obtenus par iin baculovirus recombinant selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 4 ou 12 a 13. 

30 15 - Polypeptides comprenant tout ou partie 

des prot6ines E et/ou NSl, caract6ris4 en ce qu'il 
sont obtenus par propagation d'un baculovirus recom- 
binant selon I'une des revendications 1 a 4 ou 12 a 13 
dans des cellules de Spodoptera frugiperda . 

16 - Proc6dfe de diagnostic in vitro chez 
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I'homme ou chez 1* animal, par mise en Evidence des 
anticorps dirigSs centre tout ou partie de la protfiine 
E et/ou la prot6ine NSl immunogene telle qu'obtenue 
par un baculovlrus recombinant sulvant I'une des 
5 revendlcations 1 & 4 ou 12 & 13, dans un pr61dvement 
blologique de l*horome ou de 1* animal dans leguel on 
met en contact la ou les prot6ines immunogtoes E et 
NSl avec le prSl&vement biologique de I'homme ou de 
1' animal pouvant contenir lesdits anticorps et on 

10 r&v&le la presence des anticorps fix^s. 

17 - Trousse de diagnostic in vitro des 
infections causdes par les Flaviviridae ou les virus 
apparent6s aux Flaviviridae pour la mise en oeuvre du 
proc6d6 selon la revendication 16 con^renant tout ou 

15 partie de la prot&ine NSl et/ou la protSine E immune- 
gSnes telle qu^obtenues par un baculovirus recombinant 
suivant I'une guelconque des revendlcations 1 ^ 4 ou 
12 & 13 et contenant, en outre, un anticorps sp^cifi- 
que d'un isotype d'immunoglobuline. 

^0 18 - Vaccin destind au traitement et A la 

prevention des infections causSes par les Flaviviridae 
ou les virus apparent6s aux Flaviviridae chez I'homme 
ou chez 1' animal, dans lequel 1' agent vaccinant con- 
siste en tout ou partie de la prot^lne E et/ou de la 

5 protfelne NSl, obtenues par un baculovirus recombinant 
selon I'une quelconque des revendlcations 1 ^ 4 ou 12 
& 13. 

19 - Anticorps monoclonal dirigS centre tout 
ou partie d'une prot6ine E et/ou NSl, obtenue par un 
^ baculovirus recombinant selon I'une quelconque des 
revendlcations 1 & 4 ou 12 d 13* 
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